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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
TKI tirozin kinazni inhibitor 
TK tirzin kinaza  
EC50 koncentracija, ki povzroči določen učinek pri 50 % populacije (ang. half 
maximal effective concentration)  
IC50 koncentracija, ki inhibira določen biološki proces pri 50 % populacije 
(ang. the half maximal inhibitory concentration) 
NOAEC najvišja koncentracija, pri kateri še ni bilo opaženih učinkov (ang. no 
observed adverse effect concentraton) 
LOAEC najnižja koncentracija, pri kateri je bil opažen učinek (ang. lowest 
observed adverse effect concentration) 
3,4 – DCA  3,4-dikloroanilin 
DMSO dimetil sulfoksid 
IMAT imatinib mesylate 
ERLO erlotinib hydrocloride 
DASA dasatinib 
ATP adenozin trifosfat 
FET test na zarodkih rib (ang. fish embrio test) 
EGFR receptor epidermalnega rastnega faktorja (ang. epidermal growth factor 
receptor) 
PDGFR receptor trombocitnega rastnega faktorja (ang. platelet-derived growth 
factor receptors)  
VEGF vaskularni endotelni faktor rasti (ang. vascular endothelial growth 
factor) 
C – KIT  transmembranski protein, tirozin kinaza, izražena pri nekaterih vrstah 
raka 
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1 UVOD 
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
 
Uporaba farmacevtikov iz leta v leto narašča, zato narašča tudi prisotnost njihovih 
ostankov v okolju. Izločajo se s fecesom in urinom, v okolje pa vstopajo predvsem preko 
odplak iz bolnišničnih in komunalnih čistilnih naprav (Besse in sod., 2012; Fent in sod., 
2006). Vsako farmacevtsko zdravilo je sestavljeno iz aktivne snovi, ki sproži določen 
biološki odziv, in pomožnih snovi, ki omogočajo obdelavo in odmerjanje zdravila. Z 
okoljskega vidika so problematične predvsem aktivne snovi, saj se v okolju lahko zadržijo 
več let, poleg tega pa s svojim delovanjem vplivajo na ne-ciljne organizme (Sayadi in sod., 
2010; Monteiro in Boxall, 2009).   
 
Zelo pomembni in dandanes zelo pogosto uporabljeni farmacevtiki so zdravila za 
zdravljenje raka. Med njimi so v zadnjih 15 letih pravi terapevtski preboj doživeli 
inhibitorji tirozin kinaz (TKI), ki so postali najpomembnejša zdravila za ciljano zdravljenje 
raka (Johnson in sod., 2003). TKI so skupina protirakavih zdravil, ki so načrtovana za 
zdravljenje specifičnih vrst raka pri ljudeh (npr. levkemija, rak prsi, rak trebušne slinavke). 
To so majhne, umetno sintetizirane molekule, ki so tarčno usmerjene k specifičnim 
proteinskim tirozin kinazam (TK). Tekom zadnjih let poraba teh zdravil močno narašča, pri 
tem pa so podatki o njihovem pojavljanju v okolju, njihovi ekotoksičnosti ter vplivu na 
ljudi izjemno pomanjkljivi, kar onemogoča ustrezno oceno tveganja (Besse in sod., 2012; 
Johnson in sod., 2003). Čeprav je tarčno zdravljenje s TKI usmerjeno prav na rakave 
celice, še vedno ni popolnoma specifično. Tarče, na katere delujejo TKI, so v večji meri 
izražene v rakavih celicah kot v normalnih, vendar pa so skoraj vse do neke mere izražene 
tudi v normalnih celicah (Snoj in Čufer, 2007). Podobne tarče, na katere delujejo TKI pa 
imajo tudi nekateri ne-ciljni organizmi. TKI zaradi svojega posebnega načina delovanja 
tako predstavljajo veliko tveganje za ne-ciljne organizme v vodnem okolju, kar je še 
posebej zaskrbljujoče (Kümmerer, 2001). V Sloveniji je za zdravljenje raka trenutno 
odobrenih 16 različnih TKI (Menciger, 2018).  
 
Ekotoksičnost izbranih TKI smo preučevali na eksperimentalnem modelu z zarodki rib 
cebric (Danio rerio), ki se v toksikologiji vse bolj uveljavlja tudi za predvidevanje 
toksičnih učinkov pri ljudeh. Cebrice namreč kažejo mnoge anatomske in fiziološke 
značilnosti, ki so podobne značilnostim sesalcev, vključno s človekom. Da je toksični 
profil pri človeku in cebricah zelo podoben, je potrdilo veliko študij (Sipes in sod., 2011; 
Tokarz in sod., 2013). Pri zarodkih cebric smo za izbrane TKI (imatinib, erlotinib in 
dasatinib) določili letalne, sub-letalne in teratogene učinke. Na podlagi učinkov smo 
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Hipoteza 1: Sub-letalni in letalni učinki različnih TKI se pojavljajo pri različnih 
konentracijah. 
 
Hipoteza 2: Učinki na zarodkih cebric so sigmoidno odvisni od koncentracij v izbranem 
koncentracijskem območju posameznih TKI. 
 
1.3 CILJI RAZISKAVE  
 
Cilj raziskave je ugotoviti potencialno ekotoksičnost izbranih TKI za ribe cebrice. Na 
modelu zarodka ribe cebrice smo v skladu s smernicami OECD 236 spremljali in 
analizirali pojavljanje letalnih, sub-letalnih in teratogenih učinkov. Na osnovi dobljenih 
podatkov smo z modelom ne-linearne regresije določili ekotoksikološki parameter EC50 
(ang. half maximal effective concentration). Vrednost NOAEC (ang. no observed adverse 
effect concentraton) in LOAEC (ang. lowest observed adverse effect concentration) smo 
določili z analizo variance (ANOVA).   
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 FARMACEVTIKI  
 
Farmacevtiki so človeštvu prinesli ogromno korist v smislu bolj zdravega in daljšega 
življenja (Heath in sod., 2016). V Evropi je v uporabi približno 3000 različnih 
farmacevtskih sredstev, kar nanese do 100 000 ton zaužitih zdravil na leto (Kummerer, 
2004; Li in Randak, 2009). Ker njihova uporaba narašča, narašča tudi prisotnost njihovih 
ostankov v okolju. Zasnovani so predvsem za zdravljenje ljudi, uporablja pa se jih tudi v 
veterinarski medicini. Izločajo se s fecesom in urinom, vstopajo pa tudi v vodno okolje 
predvsem preko odplak iz bolnišničnih in komunalnih čistilnih naprav in imajo tako velik 
potencial za škodljive učinke pri drugih organizmih v okolju. Farmacevtska sredstva in 
njihovi presnovni produkti se v procesih čiščenja odpadnih vod pogosto ne razgradijo v 
celoti in tudi niso biorazgradljivi v okolju, zato so njihovi ostanki pomemben vir 
onesnaženja vodnega okolja. Ostanki zdravil so namreč velikokrat še vedno aktivne snovi, 
ki lahko negativno vplivajo na zdrave okoljske organizme. V kolikor bi ostanki zdravil 
prišli do pitne vode, je lahko ogroženo tudi človeško zdravje (Kummerer, 2004; Li in 
Randak, 2009; Bound in Voulvoulis, 2004). 
 
Nekatere skupine farmacevtskih izdelkov na podlagi njihovih terapevtskih funkcij in 
mehanizma delovanja predstavljajo tveganje za ne-ciljne organizme tudi pri koncentracijah 
nekaj nanogramov na liter (Fent in sod., 2006). Tak primer je npr. 17α-etinilestradiol, ki pri 
koncentraciji 2–10 ng/l negativno vpliva na plodnost rib Pimephales promelas (Länge in 
sod., 2001). Tveganje pa se še posebej poveča v pogojih kronične izpostavljenosti (Fent in 
sod., 2006). V vodnem okolju so farmacevtike prvič zaznali leta 1970, od takrat naprej pa 
narašča pozornost o njihovi prisotnosti (Besse in sod., 2012).    
 
Vsako farmacevtsko zdravilo je sestavljeno iz aktivne snovi, ki sproži določen biološki 
odziv, in pomožnih snovi, ki omogočajo obdelavo in odmerjanje zdravila. Z okoljskega 
vidika so zanimive predvsem aktivne snovi. Farmacevtsko aktivne spojine se proizvajajo in 
uporabljajo v zelo velikih količinah, njihova uporaba in raznolikost pa se vsako leto 
povečujeta. Raziskave so pokazale, da so farmacevtski izdelki prisotni v neobdelanih in 
biološko obdelanih komunalnih odpadnih vodah, površinskih vodah in nekaj celo v pitni 
vodi (Sayadi in sod., 2010). Njihovo prisotnost v okolju so zaznali širom celega sveta. 
Koncentracije le-teh so na splošno nizke, zaskrbljujoče pa je dejstvo, da se v okolju lahko 
ohranijo tudi več let (Monteiro in Boxall, 2009). Prve znanstvene raziskave s sistematičnim 
pristopom, ki so pokazale prisotnost farmacevtikov v lokalnih vodnih virih, segajo v 90. 
leta. Takrat so v Nemčiji testirali različne vodne vzorce na prisotnost različnih 
farmacevtikov (antibiotiki, psihiatrična zdravila, betablokatorji, antiepileptična zdravila). 
Več kot 80 % testiranih farmacevtikov je bilo mogoče odkriti v vsaj enem izmed testiranih 
vodnih vzorcev in sicer v koncentracijah do 6.3 μg/l (Ternes, 1998; Hirsch in sod., 1999). 
Nekaj let kasneje so prisotnost zdravil v vodnih odplakah potrdile tudi Nizozemska, Švica, 
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Anglija, Francija, Grčija, Švedska, Španija, Združene države Amerike, Kanada, Brazilija in 
Avstralija. Te ugotovitve so sprožile kaskado preiskav o prisotnosti človeških in 
veterinarskih farmacevtskih izdelkov v okolju ter o morebitnih tveganjih, ki jih ta 
prisotnost lahko predstavlja za ljudi in okolje (Sayadi in sod., 2010).  
 
2.1.1 Zdravila za zdravljenje raka  
 
Ena izmed pomembnejših farmacevtskih zdravil so zaradi svojega posebnega delovanja  
zdravila za zdravljenje raka (citostatiki ali antineoplastična zdravila ali kemoterapevtiki), 
katerih glavna naloga je preprečevanje nekontrolirane rasti in širjenja rakavih celic. Ker je 
rak v današnjem času vse pogostejša bolezen,  poraba teh zdravil vsako leto narašča (Slika 
1). Glede na mehanizem njihovega delovanja, lahko zdravila za zdravljenje raka razdelimo 
v več skupin: alkilirajoča sredstva, antimetaboliti, kompleksi platine, interkalirajoče snovi, 
citotoksični antibiotiki, inhibitorji mitotičnega delitvenega vretena, topoizomerazni 
inhibitorji, inhibitorji protein kinaz in monoklonska protitelesa (Besse in sod., 2012).  
 
 
Slika 1: Število novih zdravil proti raku, ki jih je odobrila FDA (ang. Food and Drug Administration) 
(Cristol, 2016). 
 
Poleg proti-tumorskega delovanja pa imajo ta zdravila tudi stranske učinke, saj delujejo na 
nekatere zdrave celice. Povzročajo lahko genotoksične in endokrine motnje. Genotoksične 
spojine vplivajo na dedni material in lahko povzročijo raka in druge kronične bolezni, 
reproduktivne motnje, dedne bolezni in kot kažejo novejše študije tudi nevrodegenerativne 
motnje (Kisby in sod., 2006). Spojine, ki povzročajo endokrine učinke, vplivajo na 
hormonsko homeostazo in tako povzročijo razvojne, reproduktivne, nevrološke, 
kardiovaskularne, metabolne motnje ter motnje imunskega sistema (Colborn in sod., 1993).  
Zdravila za zdravljenje raka predstavljajo še posebej visoko tveganje za ne-ciljne 
organizme v vodnem okolju (Kümmerer, 2001). Ta zdravila namreč neposredno ali 
posredno vplivajo na strukturo in funkcijo DNA in poleg tumorskih celic delujejo tudi na 
ne-ciljne celice in tkiva izpostavljenih organizmov. Mnoga od teh zdravil so mutagena, 
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kancerogena, teratogena ali strupena za reprodukcijske sisteme in so uvrščena v skupino 
zelo nevarnih spojin. Poleg tega so za doseganje večje terapevtske učinkovitosti pogosto 
uporabljena v kombinaciji, kar lahko pomeni še večje tveganje za okolje. Študije so 
pokazale, da je večina teh zdravil polarnih in dolgo obstojnih, kar jim daje možnost visoke 
vodne mobilnosti in obstojnosti v površinskih vodah. Zato obstaja vprašanje, ali bi 
kronična izpostavljenost ostankom zdravil proti raku lahko škodljivo vplivala na okolje in 
zdravje ljudi (Kosjek in Heath, 2011; Kovacs in sod., 2015; Heath in sod., 2016). 
 
Podatki o pojavljanju zdravil za zdravljenje raka v okolju so pomanjkljivi. Ta zdravila so 
bila odkrita predvsem v bolnišničnih izpustih, kjer so se koncentracije gibale med ng/l in 
mg/l. Redkeje so analizirane odpadne in površinske vode ter pitna voda (Kosjek in Heath, 
2011). Nedavno je bila narejena raziskava, kjer so izračunali predvideno koncentracijo 
antineopastičnih zdravil v okolju glede na letno porabo teh zdravil v Franciji. Glede na 
porabo leta 2008, se je na sam vrh uvrstil hidroksikarbamin, ki se uporablja predvsem pri 
zdravljenju kronične mieloične levkemije in raka materničnega vratu. Njegova 
koncentracija naj bi v okolju dosegla do 78,1 ng/l. Visoka poraba je bila zabeležena tudi za 
fluorouracil, ki spada v skupino antimetabolitov in se uporablja za zdravljenje raka 
črevesja, požiralnika, želodca, trebušne slinavke, dojke in raka materničnega vratu. 
Njegova koncentracija je naj bi v okolju dosegla do 7,9 ng/l. Razmerje med posameznimi 
zdravili v okolju se iz leta v leto spreminja, predvsem pa se povečuje delež le-teh. 
Dejanskih podatkov o količini posameznih zdravil za zdravljenje raka v okolju skoraj da 
ni, zato bi bilo potrebno testirati različne vodne vire na dejansko prisotnost teh zdravil 
(Besse in sod., 2012).  
 
2.2 TIROZIN KINAZE (TK) 
 
Tirozin kinaze (TK) so encimi, ki z dodajanjem fosfatnih skupin aktivirajo številne 
proteine, ki so vpleteni v kaskadne signalne celične poti (Menciger, 2018). Imajo nadzor 
nad ključnimi celičnimi funkcijami kot so celična delitev, rast, diferenciacija, migracija in 
apoptoza. Fiziološko so v neaktivnem stanju, dokler jih ne aktivira zunajcelični ali 
znotrajcelični dražljaj. Te encime na splošno delimo v 2 skupini: (1) receptorske in (2) ne-
receptorske TK. Receptorske TK (Slika 2) so transmembranski proteini z znotrajcelično in 
zunajcelično domeno. Aktivacija zunajceličnih domen vodi do aktivacije različnih 
znotrajceličnih signalnih poti. Ne-receptorske TK se nahajajo v citosolu in se aktivirajo 
preko fosforilacije z drugimi kinazami (Garcia-Alvarez in sod., 2010, Chen in sod., 2008).  
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Slika 2: Mehanizem aktivacije receptorske tirozin kinaze. Signalna molekula se veže na zunanjo domeno 
receptorske TK, kar povzroči fosforilacijo znotrajcelične domene TK. Z vezavo znotrajceličnih proteinov na 
fosforilirano TK pride do aktivacije signalne celične poti, ki vodi v različne odzive celice (Alberts in sod., 
2010).  
 
2.3 TIROZIN KINAZNI INHIBITORJI (TKI) 
 
Tirozin kinazni inhibitorji (TKI) so skupina več-tarčnih zdravil, ki prek zaviranja različnih 
celičnih procesov učinkujejo pri več vrstah rakavih bolezni (Menciger, 2018). V zadnjih 15 
letih so TKI na področju farmacevtske industrije postali najpomembnejša zdravila za 
tarčno zdravljenje raka (Johnson in sod., 2003). Razvoj teh zdravil je omogočilo predvsem 
boljše poznavanje celičnih procesov, ki so vpleteni v razvoj tumorske celice, ji omogočajo 
preživetje, nenadzirano delitev ter zasevanje. S tem se je odprlo novo poglavje v razvoju 
zdravil, ki delujejo neposredno z zaviranjem teh procesov – na natančno določeno pot v 
tumorski celici. Čeprav je tako tarčno zdravljenje veliko bolj usmerjeno prav na rakave 
celice, še vedno ni popolnoma specifično. Tarče, na katere delujejo tarčna zdravila, so v 
večji meri izražene v rakavih celicah kot v normalnih, vendar pa so skoraj vse do neke 
mere izražene tudi v normalnih celicah. Zato tudi tarčno zdravljenje ni brez neželenih 
učinkov (Snoj in Čufer, 2007).  
 
TKI so majhne molekule, ki so tarčno usmerjene k specifičnim proteinskim TK. S tem 
vplivajo na signalne poti, ki so v določenih vrstah raka spremenjene. Večina TKI so 
umetno sintetizirane molekule, ki neposredno inhibirajo katalitsko aktivnost TK z 
blokiranjem vezave ATP-ja (Slika 3). Človeški genom kodira več kot 500 različnih TK. 
Zaradi ohranjene strukture ATP vezavnega mesta, imajo številni TKI inhibitorno aktivnost 
na širokemu območju TK in zato vplivajo na več različnih signalnih poti (Lodish, 2013).   
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Slika 3: Primer inhibicije katalitske aktivnosti kinaze BCR-ABL z blokiranjem vezavnega mesta za ATP.  
(The Science of Innovation, 2013.)  
 
Koristen proti-tumorski učinek TKI je povezan s sistemsko toksičnostjo (Mouhayar in 
sod., 2013). Neželeni učinki, povezani s TKI, ki so jih opazili pri zdravljenih bolnikih, 
vključujejo spremembo funkcije ščitnice, spremenjeno funkcijo spolnih žlez, vpliv na 
razvoj plodu, nadledvično funkcijo in metabolizem glukoze, pa tudi  kardiovaskularne 
stranske učinke (Lodish, 2013, Mouhayar in sod., 2013). Preko 20 zdravil, ki so tarčno 
usmerjena k TK, je bilo že odobrenih za uporabo, nekaj sto pa jih še vedno čaka na 
klinična testiranja (Cohen in Alessi, 2013). V Preglednici 1 so prikazani TKI, ki se 
najpogostejše uporabljajo za zdravljenje različnih vrst raka pri ljudeh (Mouhayar in sod., 
2013). V Sloveniji je za zdravljenje raka odobrenih 16 različnih TKI (Menciger, 2018).  
 
Kljub vse večji uporabi TKI v medicini so podatki o njihovem pojavljanju v okolju in 
ekotoksičnosti precej pomanjkljivi. Da bi lahko spremljali vplive le-teh na okolje, je 
potrebna njihova količinska opredelitev in ocena toksikološkega tveganja. Znana je  
količina nekaterih TKI, ki je bila izračunana glede na porabo teh zdravil leta 2008 v 
Franciji. Med TKI so za zdravljenje raka takrat najpogosteje uporabljali imatinib, zato so 
tudi njegove predvidene koncentracije v okolju najvišje, in sicer 5 ng/l. Sledi mu lapatinib 
s koncentracijo 1,86 ng/l, v nekoliko nižjih koncentracijah pa naj bi se v okolju pojavljal 
nilotinib (0,8 ng/l) in erlotinib (< 0,07 ng/l) (Besse in sod., 2012).  
 
TKI pa se uporabljajo tudi za zdravljenje drugih bolezni, vključno s pljučno fibrozo, astmo 
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Preglednica 1: Najpogostejše uporabljeni TKI za zdravljenje raka. QT – podaljšano trajanje akcijskega 
potenciala, CMP – kardiomiopatija ali okvara srčne mišice (povzeto po Mouhayar in sod., 2013). 
TKI RECEPTOR ZDRAVLJENJE  STRUPENOST (%) 
Axitinib VEGFR-1, 2 & 3 rak nadledvične žleze 
visok krvni tlak (40%), 
arterijska tromboza (2%) 
Cabozantinib VEGF-2, RET, MET medularni rak ščitnice 
visok krvni tlak (33%), 
arterijska tromboza (2%) 
Pazopanib 
VEGFR-1, 2, & 3, 
PDGFR, C-KIT, C-
FMS 
rak nadledvične žleze, 
medularni rak ščitnice, 
sarkom mehkega tkiva 
visok krvni tlak (33%), 
CMP (8%), arterijska 




visok krvni tlak (30%), 
arterijska tromboza (1%) 
Sorafenib 
VEGFR-1, 2 & 3, 
PDGFR, C-KIY, RET, 
RAF 
rak nadledvične žleze, 
gastrointestinalni 
stromalni tumor, 
karcinom jetrnih celic 
odpoved srca (2%), visok 
krvni tlak (43%), 
arterijska tromboza (4%) 
Sunitinib 
VEGFR-1, 2, & 3, 
PDGFR, 
RAF, RET, FLT3 
rak nadledvične žleze, 
gastrointestinalni 
stromalni tumor, rak 
trebušne slinavke 
odpoved srca (15%),  
visok krvni tlak (34%), 
arterijska tromboza (4%) 
Vandetanib 
VEGFR, EGFR, RET, 
SRC, BRK 
medularni rak ščitnice 
QT (14%), visok krvni 







edem (14%), QT (1%), 
pljučna hipertenzija (1%), 
tekočina ob srcu (1%) 
Crizotinib ALK, C-MET, RON rak pljuč 








edem (21%), QT (1%), 
odpoved srca (1,6%), 
edem ob srcu (1%) 
Erlotinib EGFR 
nedrobnocelični pljučni 













edem (11%), odpoved srca 
(<1%), 
Lapatinib ANTI-HER2, EGFR rak dojke 







edem (15%), visok krvni 
tlak (11%), QT (4,1%) 
Vemurafenib BRAF melanom 
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2.3.1 Imatinib mezilat 
 
Spremenjena aktivnost TK je ena izmen glavnih vzrokov za patogenezo raka pri človeku. 
Imatinib je eno prvih zdravil, uporabljenih pri tarčnem zdravljenju raka, ki je pokazal 
potencial za takšno zdravljenje. Odkril ga je biokemik Nicholas Lyndon v poznih 90. letih 
prejšnjega stoletja. Prve klinične raziskave z imatinibom so bile izvedene leta 1998, kot 
zdravilo pa je postal priznan leta 2001 (Iqbal in Iqbal, 2014). Že leta 2008 je bil imatinib 
drugo najbolj uporabljeno zdravilo za zdravljenje raka v Franciji, takoj za 5-fluorouracilom 
(Besse in sod., 2012), dandanes pa velja za enega najbolj uporabljenih zdravil proti raku v 
Evropi (Kümmerer, 2016).  
  
 
Slika 4: Struktura imatinib mezilata (MedChemExpress, 2019). 
 
Imatinib mezilat (znan tudi pod imenom ''Gleevec'' ali ''Glivec'') je TKI, ki je sestavljen iz 
dveh delov - imatiniba in mezilata (Slika 4). Zanj je značilno antineopastično delovanje, 
kar pomeni, da prepreči, zavira ali zaustavi razvoj tumorja. Z vezavo na specifične TK 
imatinib inhibira vezavno mesto za ATP. Tako prepreči fosforilacijo in s tem vpliva na 
prekinitev signalne poti, ki povzroča nekontrolirano celično rast. Imatinib se lahko veže na 
znotrajcelično TK, ki jo kodira BCR-ABL onkogen, prav tako pa tudi na receptorske TK, ki 
so kodirane z onkogeni c-KIT in PDGFR. Inhibicija TK BCR-ABL povzroči zmanjšano 
proliferacijo in poveča apoptozo pri malignih celicah, pozitivnih na kronično mieloično 
levkemijo in akutno levkocitno levkemijo. Inhibicija TK c-KIT pa zavira mastocitno in 
celično proliferacijo pri boleznih, pri katerih se prekometno izraža gen c-KIT. Takšni 
bolezni sta mastocitoza in gastroinstecielni stromalni tumor (National center of 
biotehcnology, 2019). Poleg tega, da zavira TK, ki so izražene samo v rakavih celicah, pa 
lahko vpliva tudi na druge TK v zdravih celicah in tako povzroča nezaželene stranske 
učinke (Kovacs in sod., 2015).  
 
Tako kot vsi ostali farmacevtiki, tudi TKI končajo v okolju, zato so podatki o njihovi 
stabilnosti zelo pomembni za nadaljnje vplive na ne-ciljne organizme. Imatinib je termično 
dobro stabilen vsaj en teden, z manj kot 7 % razgradnjo pri 40 °C. Prav tako je 
izpostavljenost zdravila visoko vlažnemu okolju (90 % vlažnost) za dva dni pokazala 
njegovo dobro stabilnost. Imatinib je precej stabilen tako v kislem kot v bazičnem okolju, 
nekaj (35–40 %) pa se ga razgradi pri nevtralnem pH. Stabilen je tudi pri stalnem 
obsevanju kratke UV svetlobe za 4 ure (razpad le 15 %) (Alkharfy in sod., 2013).  
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2.3.2 Erlotinib hydrocloride 
 
Erlotinib je TKI z antineoplastičnim delovanjem. Veže se na znotrajcelično katalitsko 
mesto receptorja za epidermalni rastni faktor (EGFR) in s tem prepreči vezavo ATP. Tako 
blokira signalno kaskado fosforilacije kinaz in s tem tumorske učinke povezane z 
aktivacijo tega receptorja (National center of biotehcnology, 2019). Uporablja se ga v 
obliki hidrokloridne soli (Slika 5) pod imenom ''Tarceva'' in sicer za zdravljenje  
nedrobnoceličnega pljučnega raka in pri zdravljenju raka trebušne slinavke v kombinaciji s 
kemoterapijo (Ghannam in sod., 2014). 
 
 
Slika 5: Struktura erlotiniba (Ghannam in sod., 2014). 
 
Ob uporabi erlotiniba se pogosto pojavijo nezaželeni učinki kot so kožni izpuščaji. To je 
posledica delovanja na EGFR, ki se nahajajo v keranocitah. Keranocite so za normalno 
celično rast in aktivnost odvisne od delovanja EGFR, ki pa ga erlotinib zavira (Perez-Soler, 
2006). Med pogostejše neželene učinke erlotiniba pa uvrščamo tudi diarejo in vnetje ustne 




Dasatinib ali ''Spycel'' je derivat pirimidina in tiazola (Slika 6). Je TKI z antineoplastičnim 
delovanjem. Zavira delovanje določenih TK tako, da se veže na vezavno mesto za ATP, 




Slika 6: Struktura dasatiniba (Stemcell technologies, 2019).  
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Deluje na TK BCR-ABL, ki se izraža pri kronični mieloični levkemiji. V 90 % se bolezen 
pojavi zaradi kromosomske nepravilnosti, katere posledica je Ph kromosom. Gre za 
kromosomsko mutacijo translokacijo, kjer pride do združitve gena ABL na kromosomu 9 in 
gena BCR na kromosomu 22. Tako nastane hibridni protein – TK BCR-ABL, ki vpliva na 
nekontrolirano delitev celic in predstavlja pozitivni marker za kronično mieloično 
levkemijo. Dasatinib spada med drugo generacijo inhibitorjev onkogenih TK BCR-ABL in 
jih inhibira s 325-krat večjo učinkovitostjo kot imatinib. Zaradi manj specifične vezave na 
TK je sposoben celo zavirati na imatinib odporne BCR-ABL mutante, zato se ga uporablja 
pri pacientih, ki so zaradi točkovnih mutacij te TK odporni na delovanje imatiniba. Zaradi 
manj strogih vezavnih zahtev je manj selektiven v primerjavi z imatinibom in inhibira več 
različnih TK (Tokarski in sod., 2006).  
 
Dasatinib inhibira tudi TK iz družine Src, ki se izražajo pri nekaterih drugih vrstah raka 
(Nam in sod., 2005). Src kinaze imajo pomembno vlogo pri regulaciji angiogeneze. To je 
tvorba novih kapilar in krvnih žil, ki omogočajo nastanek metastaz in širjenje tumorja po 
telesu (Moehler in sod., 2003; Longo in sod., 2007). Najmočnejši stimulirajoči citokini 
angiogeneze so družina vaskularnih endotelijskih rastnih faktorjev (VEGF), ki so 
prekomerno izraženi prav v rakavih celicah pri kronični mieloični levkemiji. Dasatinib 
zavira preživetje in migracijo takih celic, tako preprečuje tvorbo krvnih kapilar in širjenje 
tumorja (Liang in sod., 2008; Klagsbrun in sod., 1996).  
 
Za zdravljenje je učinkovit in varen, čeprav se pogosto pojavljajo neželeni učinki, kot so 
izpuščaji, zastajanje tekočine, krvavitve, gastrointestinalni simptomi ter večja možnost 
okužbe (Brave in sod., 2008; Rodrigues in sod., 2012) .  
 
2.4 EKOTOKSIKOLOŠKI EKSPERIMENTALNI MODELI  
 
Farmacevtski izdelki so zasnovani za interakcije s specifičnimi tarčami v človeških celicah. 
Podobne tarče lahko najdemo tudi v drugih organizmih, kar predstavlja prednost za 
odkrivanje novih zdravil in testiranje že obstoječih zdravi (iPiE, 2019). Poleg testov na 
nevretenčarjih, so ribe kot vretenčarji odličen model za oceno strupenosti vodnega okolja 
(Hill in sod., 2005; Scholz in sod., 2008). Med ribjimi modeli so še posebej pomembne 
cebrice (Danio rerio), saj njihovo uporabo v toksikoloških raziskavah predlagajo v mnogih 
OECD smernicah. Zarodki teh rib so odličen model za določanje akutne toksičnosti, prav 
tako pa tudi odličen model za študije, namenjene razumevanju toksičnih mehanizmov in 
ugotavljanju nezaželenih učinkov (Scholz in sod., 2008).  
 
Da bi ocenili vpliv ostankov TKI, ki kljub čistilnim napravam pridejo v vodno okolje, smo 
tudi sami izbrali model ribe cebrice. Za še boljšo oceno vplivov na vodne organizme, bi 
morali izbrane TKI testirati še na drugih testnih organizmih (alge, vodne bolhe, 
zooplankton, vodne rastline). Kot model smo izbrali zarodke rib, saj nas je zanimalo 
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predvsem tveganje z antropološkega zornega kota. Zarodki rib cebric kot modelni 
organizmi imajo namreč mnoge prednosti, ki pa so bolj podrobno opisane v nadaljevanju. 
 
2.4.1 Cebrica (Danio rerio) kot modelni organizem 
 
Cebrica (Danio rerio) se v zadnjih letih vse pogosteje uporablja kot modelni organizem pri 
preučevanju razvoja vretenčarjev, predvsem v raziskavah toksičnosti, ki združujejo celične, 
molekularne in genetske pristope. Imajo mnoge anatomske in fiziološke značilnosti, ki so 
podobne značilnostim sesalcev, vključno s človekom. To so predvsem genetski signali in 
odzivi v zgodnjem embrionalnem razvoju, zato je ta vrsta idealne za preučevanje zgodnjih 
embrionalnih procesov (Sipes in sod., 2011; Tropepe in Sive, 2003). Imajo tudi podoben 
endokrini sistem, vključno s steroidnimi hormoni in hormonskimi receptorji kot višji 
vretenčarji (Tokarz in sod., 2013).   
 
Dobri modelni organizmi so zaradi različnih lastnosti. Imajo veliko potomcev, ena samica 
odloži okoli 50 jajčec, odlaganje jajčec pa je neodvisno od letnega časa. Njihovi zarodki so 
prosojni in se razvijajo zunaj matere, kar je pomembna lastnost za proučevanje pod 
mikroskopom. Poleg tega so zarodki prepustni za majhne molekule, ki se nahajajo v vodi, 
kar omogoča testiranje različnih zdravil, ki vplivajo na razvoj vretenčarjev. Razvoj 
zarodkov lahko spremljajo v laboratorijskih pogojih in tako opazimo različne deformacije 
ter mutacije. Njihov razvoj je hiter, saj že 24 ur po oploditvi razvijejo večino organov. 
Cebrice se lahko razmnožujejo skozi celo leto, njihovo gojenje in oskrba pa je enostavna 
(Gilbert, 2014).  
 
O njihovi vzreji je znano tako rekoč vse. Najpomembnejša lastnost, ki jim daje prednost 
pred ostalimi vretenčarskimi modeli je njihova velikost, saj v odraslem stanju dosežejo 3–5 
cm. To močno zmanjša tako stroške vzreje kot tudi stroške izvedbe poskusov, kar je 
posebno pomembno v primerih testiranja večjega števila kemikalij ali okoljskih vzorcev. 
Evropska zakonodaja o kemijski varnosti (REACH) zahteva raziskave akutne toksičnosti 
za kemikalije, katerih proizvodnja presega 1 tono letno, kar pomeni, da je potrebno testirati  
ogromno število kemikalij, pri čemer je cena poskusov pomemben faktor. Zaradi majhnosti 
odraslih živali, kot tudi zarodkov, so potrebne majhne količine testiranih kemikalij, kar je 
zlasti pomembno, ko je preiskovana kemikalija draga, na primer pri razvoju novih zdravil. 
S tem tudi minimiziramo vnos preiskovane kemikalije preko testiranja v okolje. Zaradi 
majhnosti celotnega testnega sistema se lahko naenkrat testira tudi večje število kemikalij 
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2.4.2 Razvoj zarodka 
 
Jajčece cebric je telolectalno, kar pomeni, da večino citoplazme zavzema rumenjak. 
Posledično lahko delitev celic poteče le na območju blastodiska – to je tanko območje na 
animalnem polu jajčeca, kjer v citoplazmi ni rumenjaka. Do delitev celic in s tem do 
razvoja zarodka tako pride le na območju brez rumenjaka (Slika 7). Prvih nekaj celic 
nastane po ponovljivem vzorcu meridionalnih in ekvatorialnih delitev. Te delitve potekajo 
precej hitro, vsaka po 15 minut. Prvih 10 delitev je sinhronih, kar pomeni, da se vse nastale 
celice delijo istočasno. Tako se oblikuje območje nad rumenjakom, ki se imenuje 
blastoderm (Gilbert, 2014). 
 
  
Slika 7: Delitev jajčne celice cebrice (Danio rerio). (A) 1-celični zarodek. Hribček na vrhu citoplazme je 
blastodisk. (B) 2-celični zarodek. (C) 4-celični zarodek. (D) 8-celični zarodek. (E) 32-celični zarodek. (F) 64-
celični zarodek. (Gilbert, 2014). 
 
Po desetih celičnih delitvah se začne zigota spreminjati. Začne se transkripcija genov in 
premikanje celičnih plasti, celične delitve pa se upočasnijo. V tem času se pojavijo 3 
celične plasti: (1) rumenjakov sincicijski sloj, (2) ovojni sloj in (3) globlje celice 
blastoderma. Vse 3 plasti gredo v proces epibolije. Globlje celice blastoderma se 
pomaknejo bolj proti robu in začnejo preraščati zunanji del zarodka. Rumenjakova 
sincicijska plast z jedri pa se začne dvigati (Slika 8).  
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Slika 8: Potek epibolije pri zigoti cebrice. Rumenjakov sincicijski sloj je označen z modrimi pikami, ovojni 
sloj z vijolično in globlje celice blastoderma z zeleno. Rumeno je obarvan rumenjak, znotraj njega pa so 
mikrotubuli prikazani kot nitke. S sivo so prikazane celice, ki prekrivajo ovojni sloj. Zgornji del prikazuje 
prečni prerez zarodka med epibolijo, spodnji del pa stranski pogled na zarodek med epibolijo (Holloway in 
sod., 2009). 
 
Ko blastoderm prekrije polovico rumenjakove celice, se pojavi zgostitev na robu globljih 
celic blastoderma. Temu mestu pravimo germalni obroč. Sestavljen je iz zunanje in 
notranje plasti. Zunanja plast je epiblast, iz katere se razvije ektoderm, notranja plast pa je 
hipoblast, iz katerega se razvijeta endoderm in mezoderm. Na tem mestu pride do uvihanja 
hipoblasta okoli rumenjakove celice (Slika 9).  
 
 
Slika 9: Uvihavanje hipoblasta in epibolija ektoderma (Gilbert, 2014). 
 
Ko se hipoblast dokončno oblikuje in obda rumenjakovo celico, pride do interakcije z 
epiblastom na dorzalni strani. Pojavi se zadebelitev ali embrionalni ščit. Preko njega 
poteka migracija prekurzorjev za mezoderm glave in horde. Zaradi te migracije se vse bolj 
vidi anteriorno-posteriorna telesna os zarodka. Po končani gastrulaciji oz. potovanju 
celičnih plasti pride vzdolž zarodka do oblikovanja somit, pojava repnega brsta, 
diferenciacije očesnega vezikla, otične plakode, oblikovanja možganskih regij in 
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sprednjega dela nevralne cevi. Vse to poteče v 24 urah po oploditvi (Slika 10). V tej fazi se 




Slika 10: Razvoj cebrice prvih 24 ur po oploditvi (Gilbert, 2014). 
  
Kasneje se pojavijo izrazite možganske regije, votla nevralna cev in pigmentacija dermisa 
in očesa. Razvije se tudi srce in enostaven krvni obtok. Med 48h in 72h se zarodek že 
izvali iz zaščitnega ovoja – horiona. Morfogeneza se pri cebricah konča pri 3 dni starem 
zarodku, sledi le še intenzivna rast (Gilbert, 2014). Takrat zarodek že zgleda kot odrasla 
žival, a se iz rumenjakove vrečke prehranjuje še do nekje šestega dne po oploditvi 
(Westerfield, 2000).  
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3  MATERIAL IN METODE 
3.1 MATERIAL 
3.1.1 Kemikalije  
 
Za testiranje smo izbrali 3 TKI. Njihove podrobnosti so prikazane v Preglednici 2.                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                         
 
Preglednica 2: Seznam testiranih TKI 
Ime Oznaka LOT CAS Proizvajalec Čistost snovi 
Imatinib 
mesylate 






ERLO AS447707 183319-69-9 
Santa cruz 
biotehnology 
> 99 % 
Dasatinib DASA E1217 302962-49-8 
Santa cruz 
biotehnology 
> 99 % 
 
Kot pozitivno kontrolo smo pri eksperimentih uporabili referenčno kemikalijo 3,4-
dikloroanilin (OECD 236, 2013) (Preglednica 3). Testirane TKI smo raztopili v ISO vodi 
(ISO 7346-3:1998), ki smo jo predhodno pripravili sami (Preglednica 4). ERLO in DASA 
sta bila v vodi slabše topna, zato smo topnost povečali z dodatkom DMSO.   
 
Preglednica 3: Seznam dodatnih kemikalij 
Ime Oznaka LOT CAS Proizvajalec Čistost snovi 
Dimetil 
sulfoksid 
DMSO G3430 67-68-5 Meck KGaA 99,9 % 
3,4-
dikloroanilin 
3,4-DCA A0142996 95-76-1 Agros organics 98 % 
 
3.1.2 Pripomočki za gojenje rib in njihovih zarodkov 
 
Za vzdrževanje populacije odraslih cebric (Danio rerio) smo potrebovali: 
 dva akvarija 80 l,  
 filter za čiščenje vode, 
 suha hrana za ribe, 
 živa hrana za ribe – artemije (Artemia salina), 
 naprava za gojenje artemij. 
 
Za gojenje in opazovanje zarodkov cebric (med poskusom) smo potrebovali:  
 past za zarodke z umetnimi rastlinami, 
 petrijevke, 
 kapalke, 
 inkubator za gojenje zarodkov (26 ± 1 °C, dnevno-nočni ritem 12 ur:12 ur), 
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 svetlobna lupa in svetlobni mikroskop, 
 digitalna kamera, ki je povezana z računalniškim programom za slikanje pod 
mikroskopom, 
 mikrotitrske plošče (24-well), 
 samolepilna folija za mikrotitrske plošče, 
 pH in O2 meter, 
 naprava za prepihovanje vode z zrakom, 
 čaše in pipete za pripravo različnih koncentracij testnih kemikalij. 
 
3.2 CEBRICE (Danio rerio) 
 
Kot modelni testni organizem smo uporabljali zarodke rib cebric Danio rerio Hamilton-
Buchanan iz Evropskega centra (European Zebrafish Resource Center), divji sev (wild 
type). Cebrice so ribe celinskih voda, ki spadajo v družino krapovcev (Cyprinidae) 
(Parichy, 2006). Ime so dobile po petih enakomernih, pigmentiranih, horizontalnih, 
temnejših črtah na vsaki strani telesa, ki spominjajo na zebrine proge in segajo do konca 
repne plavuti. Njihova oblika je bočno stisnjena, usta pa so usmerjena navzgor. Samci so 
bolj vitki, s temnimi vzdolžnimi črtami, med katerimi so rumeno-zlati trakovi. Samice so 
po navadi večje. V času nošenja jajčec jih prepoznamo po velikem belkastem trebuhu, med 
črtami pa imajo sive trakove namesto zlatih. Cebrice lahko v naravi zrastejo do 6,4 cm in 
živijo do 5 let. V ujetništvu so redko večje od 4 cm, živijo pa od 2 do 3 let (Spancer in 
sod., 2008; Gerhard in sod., 2002). Drstijo se prvih nekaj ur po sončnem vzhodu. Ena 
samica lahko odloži tudi do 50 jajčec, katerih večina je ob prisotnosti samcev oplojenih. 
Velikost oplojenega jajčeca je približno 0,7 mm (Uusi-Heikkilä in sod., 2012). 
 
3.3 METODE 
3.3.1 Gojenje cebric 
 
Cebrice (Danio rerio) smo gojili v 80 l akvarijih in sicer v razmerju samci : samice = 1 : 1, 
saj si podatki o priporočljivih razmerjih v literaturi popolnoma nasprotujejo (samci : 
samice = 2 : 1 ali samci : samice = 1 : 2). Okvirna vrednost gostote rib je bila 1 riba/2 l  
vode v akvariju. Najbolj primerne za pridobitev zadostne količine zdravih zarodkov so ribe 
velikosti približno 3 cm. Temperatura prostora je bila 26 ± 1 ºC, režim osvetljevanja od 
8:00 do 20:00, torej 12 ur : 12 ur. Ribe smo hranili dvakrat na dan s suho hrano in  dvakrat 
na dan z rakci Artemia salina. Kadar smo želeli, da imajo ribe veliko zarodkov, smo jih z 
živo hrano hranili večkrat na dan.  
 
Za nemoten potek poskusov smo: redno pregledovali opremo in skrbeli za ribe, vsako 
popoldne dali v akvarij pasti z zelenjem, ki je ključno za reprodukcijo rib, vsak dan 
pripravili sveže rakce Artemia salina, med vikendi in prazniki vklopili s hrano napolnjen 
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avtomatski hranilnik, čistili akvarij tako, da je bila voda bistra in nikoli motna, menjali 
samo 1/3 vode v akvariju, nikoli dodajali vode direktno iz pipe zaradi klora temveč zgolj 
nekaj dni stoječo vodo ter po potrebi očistili filter in črpalko. Največkrat smo ribam v 
akvarij dodajali kar biodestilirano vodo, da smo na ta način z redčenjem zmanjšali 
vsebnost nitratov, fosfatov in sulfatov v akvarijski vodi. 
 
3.3.2 Test na zarodkih rib cebric (ang. fish embryo test - FET) 
 
Test na zarodkih rib smo izvajali po protokolu OECD 236. FET (ang. fish emryo test) je 
metoda določanja akutne strupenosti snovi na zarodkih rib Danio rerio Hamilton-
Buchanan (Teleostei, Cyprinidae). Testirane snovi morajo biti stabilne, nehlapne in topne v 
vodi. S to metodo se določa akutne oz. letalne učinke na zarodkih rib Danio rerio pod 
določenimi testnimi pogoji (OECD 236, 2013). Poleg tega smo določali tudi sub-letalne in 
teratogene učinke kot so: odsotnost spontanih premikov, krvnega obtoka in pigmentacije, 
pojav edemov in krvnih strdkov, zakrnelost v razvoju in deformacija repa.  
 
Zarodke cebric smo na ploščah (24-well) (Slika 11) posamezno izpostavili različnim 
koncentracijam izbranih TKI. Volumen luknjic na plošči je bil 2 ml. Določanje letalnih, 
sub-letalnih in teratogenih učinkov je potekalo pod točno določenimi pogoji in se je 
izvajalo 24, 48, 72 in 96 ur po izpostavi zarodkov izbranim TKI. Metoda sloni na najmanj 
petih različnih koncentracijah in njihovih kontrolah, z 20 posameznimi zarodki na testirano 
koncentracijo. Vsako snov smo testirali v paralelah v vsaj treh neodvisnih ponovitvah. 
Določili smo odstotek letalnih, sub-letalnih in teratogenih učinkov. Poleg tega smo na 
podlagi učinkov v primerjavi s kontrolami izračunali letalne koncentracije LC50 (ang. 
lethal effects), pri katerih preživi 50 % testiranih zarodkov, in sicer po 48 urah in 96 urah. 
Določali smo tudi NOEC (ang. no observed effect concentration) in LOEC (ang. low 
observed effect concentration) vrednosti, kjer je to bilo mogoče, kar je bolj podrobno 
opisano v podpoglavju 4.8.  
 
Posamezen poskus je vseboval najmanj 7 plošč (24-well). Zarodki so bili izpostavljeni 
najmanj 5 različnim koncentracijam določenega TKI. Vsaka od teh plošč je vsebovala še 
notranjo kontrolo (iC) z ISO vodo. Z notranjo kontrolo smo potrdili, da je sama plošča 
sterilna in ne vpliva na testiranje. Poleg vsaj petih testnih koncentracij je poskus vseboval 
tudi ploščo z negativno kontrolo (nC), ki je vsebovala ISO vodo. S to ploščo smo potrdili, 
da so zarodki zdravi in primerni za testiranje. Zadnja plošča je predstavljala pozitivno 
kontrolo (pC). Napolnjena je bila z 3,4-DCA, za katerega je že znana vrednost IC50. Prav 
tako je ta plošča vsebovala tudi notranjo kontrolo (iC) (Slika 11). Za ERLO in DASA, ki 
sta slabo topna v vodi in dobro topna v DMSO, je bilo potrebno nastaviti še kontrolo 
topila. Kontrola topila je vsebovala največjo koncentracijo DMSO, ki smo jo uporabili za 
raztapljanje ERLO in DASA. S tem smo potrdili, da uporabljena koncentracija DMSO na 
zarodke nima vpliva.   
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Slika 11: Shema posameznega poskusa. 1, 2, 3, 4, 5 - pet različnih koncentracij posameznega TKI, iC – 
notranja kontrola (ISO voda), nC – negativna kontrola (ISO voda), pC – pozitivna kontrola (3,4-DCA) 
(OECD 236, 2013). 
 
Glede na OECD TG 236 je potrebno vsak test validirati. Vsi naši testi, ki so bili 
uporabljeni za nadaljnje statistične analize, so bili veljavni oz. validirani. 
 
Test je veljaven, če je: 
 oplojenih zarodkov več kot 70 %, 
 temperatura vode, v kateri se razvijajo zarodki izpostavljeni testiranim substancam, 
26 ± 1 °C,  
 preživetje zarodkov v negativni kontroli (ISO voda) po 96h ≥ 90 %,  
 smrtnost zarodkov v pozitivni kontroli (4 mg/l 3,4-DCA) po 96h najmanj 30 %, 
 izvalitev cebric v negativni kontroli (ISO voda) po 96h več kot 80 %, 
 po 96h koncentracija kisika v negativni kontroli in pri najvišji koncentraciji 
testirane snovi več kot 80 %.  
 
3.3.3 Priprava ISO vode 
 
Za izvedbo FET smo pripravili ISO vodo (ISO 7346-3:1998), v kateri smo raztopili 
testirane snovi. Sveže pripravljena ISO voda je imela pH 7.8 ± 0.2. Po potrebi smo pH 
vrednost popravili z dodatkom NaOH ali HCl. Za 1 l ISO vode smo skupaj zmešali po 250 
ml vsake od šterih izhodnih raztopin (Preglednica 4). ISO vodo smo pripravili 1 dan pred 
poskusom in pred poskusom vsaj pol ure prepihovali s kisikom (OECD 236, 2013).     
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Preglednica 4: Izhodne in končne koncentracije snovi za pripravo ISO vodo 
Raztopina Izhodna koncentracija Iz izhodne Končna koncentracija  
(1) CaCl2*2H2O 1176 mg/l 250 ml 294.0 mg/l  
(2) MgSO4*7H2O 493 mg/l 250 ml 123.3 mg/l  
(3) NaHCO3 252 mg/l 250 ml 63.0 mg/l  
(4) KCl 22 mg/l 250 ml 5.5 mg/l  
 
3.3.4 Priprava raztopin za standardni FET 
 
Standardni oz. referenčni FET temelji na testiranju 3,4-DCA, ki ima že znano vrednost 
IC50 3,3 mg/l. Za testiranje smo uporabili 5 različnih koncentracij, ki so navedene v 
Preglednici 3. Izhodno raztopino 3,4-DCA smo pripravili tako, da smo prah dodali v ISO 
vodo in z magnetnim mešalom mešali toliko časa, da so se kristali raztopili. Tako smo 
pripravili izhodno raztopino s koncentracijo 153,2 mg/l. V merilno bučko smo iz izhodne 
raztopine odpipetirali izračuni volumen (Preglednica 5) in dopolnili z ISO vodo do 50 ml. 
Pri FET smo za pozitivno kontrolo uporabili le koncentracijo 4 mg/l in tako preverili 
občutljivost zarodkov cebric (OECD 236, 2013). Glede na to, da je IC50 za 3,4-DCA 
koncentracija 3,3 mg/l, je koncentracija 4 mg/l morala povzročiti več kot 50 % inhibicijo.  
 






Končna testna koncentracija 
 (50 ml) 
(1) 2,61 ml  8 mg/l 
(2) 1,31 ml 4 mg/l 
(3) 0,653 ml 2 mg/l 
(4) 0,326 ml 1 mg/l 
(5) 0,163 ml 0,5 mg/l 
 
Količino izhodne raztopine 3,4-DCA, iz katere smo pripravili 50 ml želene končne testne 
koncentracije, smo izračunali po formuli (1).  
    V1* C1 = V2* C2                                                                                                   … (1) 
      V1= (C2* V2)/ 153,2 mg/l                                                                                      … (2) 
 
V1: volumen izhodne 3,4-DCA (ml) 
C1: koncentracija izhodne 3,4-DCA (mg/l) 
V2: volumen končne testne raztopine (ml) 
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3.3.5 Priprava raztopin za testiranje 
 
Običajna ekotoksikološka testiranja na vodnih organizmih temeljijo na testiranju snovi, ki 
so raztopljene v vodnem mediju. Dandanes poznamo veliko okolju škodljivih kemikalij, ki 
pa so hidrofobna in v vodi slabo topna, zato se jih v vodnem mediju ne da raztopiti. Take 
kemikalije je potrebno raztopiti v drugih topilih (Turner in sod., 2012). Glede na smernice 
za testiranje ekotoksičnosti na vodnih organizmih, naj bi se ta topila uporabljala v zelo 
nizkih koncentracijah. Sama po sebi ne smejo imeti nobenih škodljivih učinkov, prav tako 
ne v kombinaciji z raztopljeno kemikalijo. Po OECD je najvišja določena koncentracija 
takih topil 0,1 ml/l (0,01 % v/v).   
 
Testne raztopine izbranih koncentracij smo pripravili z redčitvijo iz izhodne koncentracije. 
Izhodno koncentracijo smo pripravili z ročnim raztapljanjem kemikalije v ISO vodi 
(mešanje na vorteksu). Ker je IMAT topen v vodi, z raztapljanjem ni bilo težav. ERLO in 
DASA sta v vodi slabo topna, zato smo raztopini morali dodati DMSO. Dodatek DMSO 
sprva ni presegal 100 µl/l (0,01 %), tako kot je to predpisano v OECD 236, 2013. Ker se 
ERLO in DASA še vedno nista popolnoma raztopila, smo morali dodatek DMSO raztopini 
povečat. Da bi se prepričali, da višje koncentracije DMSO ne vplivajo na zarodke, smo 
morali nastaviti dodaten poskus. Testirali smo DMSO raztopljen v ISO vodi, in sicer v 
koncentracijah 0,08 %, 0,16 %, 0,24 %, 0,36 %, 0,54 %. Nobena od testnih koncentracij ni 
povzročila statistično značilno različnih učinkov od kontrole. Za raztapljanje ERLO in 
DASA smo zato lahko uporabili tudi večji delež DMSO, kot je predpisan v OECD 236, saj 
smo le tako lahko dosegli popolno raztapljanje testnih kemikalij. Pri raztopinah z ERLO in 
DASA je bil delež DMSO v raztopini največ 0,5 %.  
 
Glede na učinke IMAT (Kovacs in sod., 2015), smo kot najvišjo testirano koncentracijo 
izbrali 405,18 M raztopino. Po formuli (3) smo izračunali maksimalno koncentracijo 
posameznega TKI za poskus (Preglednica 6). Nižje koncentracije smo izbrali tako, da je 
bila vsaka za 3,2-krat nižja od predhodne. Če je bilo potrebno, smo testirali še vmesne 
koncentracije. Pri IMAT smo zaradi ostrega prehoda med učinki in ne-učinki testirali še 
1,6-krat višjo koncentracijo od maksimalne. Pri DASA ni bilo možno raztopiti izbrane 
maksimalne koncentracije 405,18 M, zato smo začeli s testiranjem pri 3,2-krat nižji 
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0,6 0,2 / 
 
  γ =  n*M/ V = c* M                                                                                                … (3)     
 
γ: masna koncentracija (mg/l) 
n: množina snovi (mol) 
M: molska masa (g/mol) 
V: volumen (l) 
c: molarnost (mol/l) 
 
3.3.6 Meritve O2 in pH 
 
Koncentracijo kisika in pH smo izmerili na začetku in na koncu vsakega poskusa in sicer 
pri negativni kontroli in pri najvišji testirani koncentraciji snovi. Da je bil poskus veljaven, 
je morala biti nasičenost s kisikom pred začetkom eksperimenta večja kot 90 %, na koncu 
več kot 50 %, pH pa med 6,8 in 8,4.  
 
3.3.7 Testiranje strupenih snovi 
 
Dan pred pričetkom poskusa smo v akvarije nastavili pasti za lovljenje ribjih zarodkov 
(zelenje in past z mrežico) in si pripravili vse potrebno za poskus (steklovina, pipete, 
plošče, folije, vrečke). Na dan začetka poskusa smo v predhodno prepihovani ISO vodi 
raztopili testne kemikalije in označili plošče za poskus. Okrog 9:00 smo iz akvarija pobrali 
pasti in za poskus izbrali take zarodke, ki so bili zdravi in oplojeni (Slika 12). S kapalko 
smo prenesli vsakega v svojo luknjico na plošči in dodali raztopino s testno kemikalijo (2 
ml/luknjico). Preostale zarodke smo vrnili v akvarij, saj so odličen vir beljakovinske 
prehrane za odrasle ribe. Napolnjene plošče smo pokrili s folijo, jih dali v vrečke in 
postavili v inkubator z ustreznim svetlobnim ciklom (12 ur :12 ur) in temperaturo (26 ± 1 
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ºC). Po 24-ih, 48-ih, 72-ih in 96-ih urah smo pod mikroskopom opazovali letalne, sub-
letalne in teratogene učinke. 
 
 
Slika 12: Oplojeni zarodki Danio rerio pod lupo. Na zarodkih je lepo viden blastodisk (Žalec, 2018). 
 
3.3.8 Analiza letalnih, sub-letalnih in teratorgenih učinkov 
 
Učinke izbranih TKI smo analizirali vsakih 24 ur in rezultate vpisovali v preglednico. Da 
je bilo analiziranje lažje, smo za vsak učinek določili eno- do tričrkovno oznako. Oznake 
posameznih učinkov prikazuje Preglednica 7. Če smo opazili kombinacijo različnih 
učinkov, smo v posamezen okvirček vpisali več oznak.  
 
Preglednica 7: Učinki delovanja kemikalij in njihove oznake. 
 NI UČINKA 
n normalno razvit zarodek 
i izvalitev iz ovojnice 
 LETALNI UČINKI 
zr zakrknjenost (koagulacija) 
s ni somit 
r rep ni ločen od rumenjaka 
u ni utripanja srca 
 SUB-LETALNI UČINKI 
p ni spontanih premikov 
kr ni krvnega obtoka 
b ni pigmentacije 
ed edem 
str krvni strdek 
 TERAROGENI UČINKI 
z zakrnelost v razvoju 
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3.3.9 Statistično ovrednotenje rezultatov z modelom nelinearne regresije 
 
Podatke smo analizirali s programsko opremo Prism 6 (GraphPad) po uveljavljeni metodi 
(Brezovšek in sod., 2014). Za analize smo uporabili meritve vsake posamezne luknjice in 
ne povprečje vseh ponovitev, saj smo tako iz podatkov dobili največ možnih informacij. Za 
grafe, ki predstavljajo odstotek letalnih/sub-letalnih/teratogenih učinkov (Y), v odvisnosti 
od logaritmiranih koncentracij testiranih TKI (X), je bil uporabljen nelinearni regresijski 
model, kjer so bile uporabljene formule (4), (5) in (6): 
 
logECF  =  logEC50 + (1/naklon) x log(F % / (100 – F%))                                         … (4) 
F % = (Y-dno) / (vrh-dno) x 100                                                                         ... (5) 
Y = dno + (vrh – dno) / (1 + 10^((logEC50 – X) x naklon))                                … (6) 
 
ECF je koncentracija TKI, ki daje odziv F % med dnom in vrhom. Dno in vrh predstavljata 
plato odziva (% letlanih/sub-letalnih/teratogenih učinkov). Naklon opisuje strmino 
krivulje. Pomembni parametri v Prism 6 so bili določeni kot: »Najvišja vrednost odziva je 
enaka 100 %«. Testiranje točk, ki so bile različne od kontrole, je bilo določeno z analizo 
variance (ANOVA) in Dunnett-ovim post testom, ki je vsako koncentracijo primerjal s 
kontrolo. Določili smo tudi ekotoksikološke parametre LOAEC (najmanjša koncentracija z 
opaženim učinkom) in NOAEC (najvišja koncentracija brez opaženega učinka).  
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4 REZULTATI 
4.1 TOPNOST  
 
IMAT je dobro topen v vodi, zato z njegovim raztapljanjem nismo imeli težav. Najprej 
smo pripravili izhodno raztopino s koncentracijo 50 g/l, ki smo jo hranili na 4 °C. Delovne 
raztopine smo pripravljali sproti, z redčenjem izhodne raztopine.  
 
ERLO je slabo topen v vodi, zato smo z njegovim raztapljanjem imeli kar nekaj težav. 
Najprej smo pripravili izhodno raztopino s koncentracijo 100 g/l v DMSO. V času poskusa 
smo jo hranili na 4 °C. Delovne raztopine smo pripravljali sproti, z redčenjem izhodne 
raztopine. Pri tem smo naleteli na problem obarjanja ERLO v stiku z vodo. Problem smo 
lahko delno rešili z mešanjem raztopine na magnetnem mešalu, pri višjih koncentracijah pa 
smo morali v raztopini povečati delež DMSO. V ta namen smo testirali DMSO do najvišje 
uporabljene koncentracije (0,5 % v/v) in s tem potrdili, da DMSO nima vpliva na zarodke. 
Kljub mešanju in povečanemu deležu DMSO se 2 najvišji koncentraciji (49,8 mg/l in 
159,4 mg/l) ERLO nista popolnoma raztopili. Poskus smo vseeno izvedli, a so bili v 
raztopinah po nekaj dneh vidni kristalčki oborjenega ERLO. Ker se je del ERLO oboril, ni 
mogel preiti v vodno raztopino in je bila posledično končna koncentracija neznana, 
zagotovo pa nižja od pričakovane. To je vplivalo tudi na končne rezultate, ki so 
predstavljeni v nadaljevanju.  
 
DASA je slabo topen v vodi, a večjih težav z njegovim raztapljanjem nismo imeli. Najprej 
smo pripravili izhodno raztopino s koncentracijo 100 g/l v DMSO. V času poskusa smo jo 
hranili na 4 °C. Delovne raztopine smo pripravljali sproti, z redčenjem izhodne raztopine. 
Pri tem smo naleteli na problem obarjanja DASA v stiku z vodo. Problem smo rešili z 
mešanjem raztopine na magnetnem mešalu, pri višjih koncentracijah DASA pa smo morali 
v raztopini povečati delež DMSO. Dodatek ni presegal 0,5 % (v/v). Pri najvišji testni 
koncentraciji smo po treh dneh v nekaj luknjicah opazili kristalčke, kar je pomenilo, da se 
je nekaj DASA oborilo. To je vplivalo tudi na končne rezultate, ki so predstavljeni v 
nadaljevanju.  
 
4.2 UČINKI TOPILA DMSO  
4.2.1 Letalni učinki 
 
Zaradi slabe topnosti nekaterih TKI v vodi, smo pri raztapljanju morali dodati DMSO. 
Nobena od koncentracij, ki smo jih uporabili (do 0,5 %), ni povzročila letalnih učinkov, ki 
bi bili statistično značilno različni v primerjavi s kontrolo (Slika 13).  
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Slika 13: Delež letalnih učinkov po 48- in 96-urni izpostavitvi zarodkov dimetil sulfoksidu (DMSO). 
 
4.2.2 Sub-letalni in teratogeni učinki 
 
Podobno analizno smo naredili tudi za sub-letalne in teratogene učinke. Nobena od 
koncentracij, ki smo jih uporabili (do 0,5 %), ni povzročila sub-letalnih/teratogenih 
učinkov, ki bi bili statistično značilno različni v primerjavi s kontrolo (Slika 14).  
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4.3 UČINKI REFERENČNE KEMIKALIJE 3,4-DCA 
 
Referenčno kemikalijo 3,4-DCA v koncentraciji 4 mg/l smo kot pozitivno kontrolo 
nastavili pri vsakem poskusu. Povprečno preživetje zarodkov po 96-urni izpostavitvi 3,4-
DCA je bilo 32 %, standardni odklon pa 5,37 %. Za 3,4-DCA je že znana vrednost IC50 
3,3 mg/l, kar pomeni, da koncentracija 3,3 mg/l povzroči 50 % inhibicijo. V naših poskusih 
je koncentracija 4 mg/l je povprečno povzročila 68 % inhibicijo, kar kaže na to, da je naš 
sistem deloval zadovoljivo, saj so se zarodki odzivali na referenčno kemikalijo.   
 
4.4 UČINKI IMATINIB MEZILATA 
4.4.1 Letalni učinki 
 
Po 48-urni izpostavitvi zarodkov IMAT, je bila statistično značilno različna od kontrole 
koncentracija 238,9 mg/l (Slika 15). Po 96-urni izpostavitvi zarodkov IMAT sta bili 
statistično značilno različni od kontrole koncentraciji 238,9 mg/l in 382,3 mg/l (Slika 16). 
Omenjene koncentracije povzročajo višji delež letalnih učinkov v primerjavi s kontrolo.  
 
 
Slika 15: Delež letalnih učinkov po 48- in 96-urni izpostavitvi zarodkov imatinib mezilatu (IMAT). 
Statistično značilno različne koncentracije od kontrole so označene z rdečo barvo in puščicami. 
 
Od letalnih učinkov je bila najpogostejša zakrknjenost zarodka (koagulacija). V takih 
primerih so bili zarodki pod mikroskopom črne barve, saj so celice propadle. Do 
koagulacije je prišlo tako po 24, 48, 72 kot po 96 urah. Če je zarodek koaguliral že po 48 
urah ali prej, je bil pod mikroskopom viden kot črna gmota (Slika 16). Če se je razvil in 
koaguliral po 72 urah, je bil njegov razvoj viden, a je bil zarodek pod mikroskopom bolj 
temno obarvan (Slika 17). Opazili pa smo tudi, da se je zarodek izvalil in šele nato 
zakrknil. V tem primeru je bil zarodek normalno razvit, nahajal se je izven zaščitnega 
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ovoja, pod mikroskopom pa je bil videti temno obarvan (Slika 18). Odsotno je bilo bitje 
srca in ni se premikal.   
 
 
Slika 16: Zakrknjen zarodek po 48-urni izpostavitvi imatinib mezilatu (IMAT) (382,3 mg/l) (Žalec, 2018). 
 
Slika 17: Zakrknjen zarodek po 72-urni izpostavitvi imatinib mezilatu (IMAT) (238,9 mg/l) (Žalec, 2018). 
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4.4.2 Sub-letani in teratogeni učinki 
 
Po 48-urni izpostavitvi zarodkov IMAT, je bila statistično značilno različna od kontrole 
samo koncentracija 238,9 mg/l (Slika 19). Za to koncentracijo lahko trdimo, da povzroča 
večji delež sub-letalnih in teratogenih učinkov kot kontrola. Druge koncentracije in drugi 
časi izpostavitev niso povzročali statistično značilnih sub-letalnih in teratogenih učinkov, 
zato lahko zaključimo, da IMAT v splošnem po 96 urah ne povzroča večjih sub-letalnih ali 
teratogenih učinkov.  
 
Slika 19: Delež sub-letalnih in teratogenih učinkov po 48- in 96-urni izpostavitvi zarodkov imatinib mezilatu 
(IMAT). Statistično značilno različna koncentracija od kontrole je označena z rdečo barvo in puščico. 
 
Po 48-urni izpostavitvi zarodkov IMAT se je največkrat pojavljal edem (kopičenje 
tekočine) in sicer v predelu srca in rumenjakove vrečke (Slika 20).  
 
 
Slika 20: Zarodek po 48-urni izpostavitvi imatinib mezilatu (IMAT) (238,9 mg/l). V predelu rumenjakove 
vrečke je viden edem (Žalec, 2018). 
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Po 72-urni izpostavitvi zarodkov IMAT sta prevladovala 2 sub-letalna/teratogena učinka in 
sicer odsotnost krvnega odtoka in odsotnost spontanih premikov. Kot posledica odsotnosti 
krvnega obtoka so se pri nekaterih (redkih) zarodkih pojavili krvni strdki. Vidni so bili kot 
rdeče zadebelitve po različnih delih telesa, predvsem v repnem delu. (Slika 21). Takšni 
sub-letalni/teratogeni učinki so naslednji dan v večini primerov postali letalni.  
 
 
Slika 21: Krvni strdek v repnem delu po 72-urni izpostavitvi zarodka imatinib mezilatu (IMAT) (210 mg/l) 
(Žalec, 2018). 
 
Po 96 urah je bilo sub-letalnih/teratogenih učinkov najmanj, saj so osebki s takimi učinki 
že prej poginili. Pojavljala se je predvsem deformacija repa in sicer ukrivljen (Slika 22) ali 
skrajšan rep (Slika 23). Pogosti so bili tudi edemi.  
 
 
Slika 22: Deformacija repa (ukrivljenost) po 96-urni izpostavitvi zarodka imatinib mezilatu (IMAT) (210 
mg/l) (Žalec, 2018). 
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Slika 23: Deformacija repa (skrajšan rep) po 96-urni izpostavitvi zarodka imatinib mezilatu (IMAT) (238,8 
mg/l)  (Žalec, 2018). 
 
Sub-letalni/teratogeni učinki so se redko pojavljali posamično. Pogosto je šlo za 
kombinacijo več učinkov, še posebej pri daljši izpostavitvi.   
 
4.5 UČINKI ERLOTINIBA 
4.5.1 Letalni učinki 
 
Zaradi nizke topnosti ERLO v vodnem mediju, smo mu morali dodati DMSO (maksimalno 
0,5 %). S tem smo dosegli, da se je ERLO raztopil v vodi. Pri višjih koncentracijah (49,8 
mg/l in 159,4 mg/l) se kljub dodatku DMSO ERLO ni raztopil. Pri teh dveh koncentracijah 
se je zmanjšal tudi delež letalnih učinkov po 96 urah (Slika 24). ERLO, ki se je oboril, ni 
mogel preiti v vodno raztopino in ni mogel delovati na zarodke. V taki raztopini so bili po 
nekaj dneh vidni kristalčki oborjenega ERLO (Slika 25). Nobena koncentracija ni 
povzročila statistično značilno različnih učinkov od kontrole.  
 
 
Slika 24: Delež letalnih učinkov po 48- in 96-urni izpostavitvi zarodkov erlotinibu (ERLO). 
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Slika 25: Normalno razvit zarodek po 48-urni izpostavitvi erlotinibu (ERLO) (49,8 mg/l). V raztopini so 
vidni kristali neraztopljenega erlotiniba, ki onemogočajo opazovanje zarodka. 
 
4.5.2 Sub-letalni in teratogeni učinki 
 
Delež sub-letalnih in teratogenih učinkov po 96 urah sprva narašča, potem pa začne padati 
(Slika 26). To lahko pripišemo temu, da so se višje koncentracije ERLO težje raztopile v 
vodi oz. se sploh niso raztopile. Nobena od koncentracij ni pokazala statistično značilno 
različnih učinkov od kontrole.   
 
 
Slika 26: Delež sub-letalnih in teratogenih učinkov po 48- in 96-urni izpostavitvi zarodkov erlotinibu 
(ERLO). 
 
Najbolj pogosta učinka sta bila ukrivljenost repa (Slika 27) in edem. Pojavila sta se po 96- 
urni izpostavitvi zarodka ERLO in sicer pri koncentracijah 1,5 mg/l; 4,9 mg/l in 15,6 mg/l.  
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Slika 27: Ukrivljenost repa po 96-urni izpostavitvi zarodka erlotinibu (ERLO) (4,9 mg/l) (Žalec, 2018). 
 
4.6 UČINKI DASATINIBA 
 
Zaradi nizke topnosti DASA v vodnem mediju, smo mu morali dodati DMSO 
(maksimalno 0,5 %). S tem smo dosegli, da se je DASA raztopil v vodi. 
4.6.1 Letalni učinki 
 
Po 48-urni izpostavitvi zarodkov DASA so bile statistično značilno različne koncentracije 
od kontrole 6,03 mg/l, 19,3 mg/l in 61,8 mg/l, po 96-urni izpostavitvi zarodkov pa le 
najvišja koncentracija 61,8 mg/l (Slika 28). Za omenjene koncentracije lahko trdimo, da 
povzročajo večji delež letalnih učinkov kot je opažen pri kontroli.  
 
 
Slika 28: Delež letalnih učinkov po 48- in 96-urni izpostavitvi zarodkov dasatinibu (DASA). Statistično 
značilno različne koncentracije od kontrole so označene z rdečo barvo in puščicami. 
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4.6.2 Sub-letalni in teratogeni učinki 
 
Po 48-urni izpostavitvi zarodkov DASA so bile statistično značilno različne koncentracije 
od kontrole 6,03 mg/l, 19,3 mg/l in 61,8 mg/l, po 96-urni izpostavitvi pa 0,6 mg/l, 1,9 mg/l, 
6,03 mg/l in 19,3 mg/l (Slika 29). Pri najvišji testirani koncentraciji smo po nekaj dneh na 





Slika 29: Delež sub-letalnih in teratogenih učinkov po 48- in 96-urni izpostavitvi zarodkov dasatinibu 
(DASA). Statistično značilno različne koncentracije od kontrole so označene z rdečo barvo in puščicami. 
 
Na splošno je bilo pri testiranju DASA opaženih največ sub-letalnih/teratogenih učinkov in 
veliko zarodkov z več različnimi deformacijami hkrati (Slika 30). Po 48-urni izpostavitvi 
so prevladovali edemi in odsotnost krvnega obtoka. Po 72-urni izpostavitvi je število 
zarodkov brez krvnega obtoka še naraslo, največ pa jih je bilo po 96-urni izpostavitvi. 
Posledično smo pri 96-urni izpostavitvi opazili tudi veliko krvnih strdkov (Slika 31). Tudi 
edemov je bilo veliko, predvsem na že izvaljenih zarodkih, kar smo pri prejšnjih dveh 
testiranih TKI redko opazili (Slika 32).  
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Slika 30: Zarodek po 72-urni izpostavitvi dasatinibu (DASA) (19,3 mg/l). Viden je edem, deformacija repa in 
odsotnost krvnega obtoka (Žalec, 2018). Merilo v kotu predstavlja 10 μm.  
 
 




Slika 32: Izvaljen zarodek po 96-urni izpostavitvi dasatinibu (DASA) (19,3 mg/l). Viden je edem in 
ukrivljenost repa. Desno zgoraj je ovoj, iz katerega se je izvalil (Žalec, 2018). Merilo v desnem spodnjem 
kotu predstavlja10 μm.  
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4.7 VPLIV NA IZVALITEV 
 
Poleg različnih učinkov na zarodke, ki jih povzročajo IMAT, ERLO in DASA, smo po 96- 
urni izpostavljenosti spremljali tudi izvalitev zarodkov iz zaščitnega ovoja – horiona. 
Uspešna izvalitev je namreč pokazatelj viabilnosti osebkov, saj se le tako lahko njihov 
razvoj normalno nadaljuje. Rezultati (Slika 33) so predstavljeni kot povprečje izvalitev 
vseh 3 poskusov pri srednji testirani koncentraciji.  
 
Po 96-urni izpostavitvi zarodkov negativni kontroli (ISO voda), je bilo povprečno 
izvaljenih 96 % zarodkov (± st. dev. 4 %). Najmanjši vpliv na izvalitve zarodkov je imel 
ERLO. Pri srednji testirani koncentraciji 16 mg/l je povzročil 77 % izvalitev (± st. dev. 9 
%). Največji vpliv na izvalitev zarodkov je imel IMAT, ki je pri srednji testirani 
koncentraciji 23 mg/l povzročil samo 42 % izvalitev (± st. dev. 19 %). DASA je pri srednji 
testirani koncentraciji 2 mg/l povzročil 63 % izvalitev (± st. dev. 19 %). Vsi testirani TKI 




Slika 33: Delež izvaljenih zarodkov (+ standardna deviacija) po 96-urni izpostavitvi le-teh negativni kontroli 
(NC), erlotinibu (ERLO), imatinibu (IMAT) in dasatinibu (DASA) pri srednjih testiranih koncentracijah. Z 
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4.8 POVZETEK REZULTATOV 
4.8.1 Letalni, sub-letalni in teratogeni učinki  
 
Statistično značilno različne letalne učinke je pri IMAT po 48 urah povzročila le druga 
najvišja testirana koncentracija (238,9 mg/l), ki predstavlja tudi LOAEC za letalne učinke 
po 48 urah. EC50 za letalne učinke po 48 urah ni bilo mogoče določiti. Po 96-urni 
izpostavitvi zarodkov IMAT sta statistično značilno različne letalne učinke povzročili dve 
najvišji testirani koncentraciji; 238,9 mg/l in 382,3 mg/l. LOEAC za letalne učinke po 96 
urah predstavlja koncentracija 238,9 mg/l, EC50 pa 251 mg/l. Pri srednji testirani 
koncentraciji 23 mg/l smo opazili statistično značilno manjši delež izleženih zarodkov v 
primerjavi s kontrolo. Statistično značilno različne sub-letalne/teratogene učinke IMAT je 
povzročila le ena izmed izbranih koncentracij (238,9 mg/l) po 48-urni izpostavitvi 
zarodkov IMAT. Druge koncentracije in drugi časi izpostavitev niso povzročali statistično 
značilnih sub-letalnih in teratogenih učinkov, čeprav je bilo mogoče opaziti nekaj le-teh. 
Učinki so se redko pojavljali posamično, šlo je za kombinacijo več učinkov, še posebej pri 
daljši časovni izpostavitvi.  
 
Čeprav delež letalnih učinkov z večanjem testne koncentracije ERLO rahlo narašča, 
nobena testirana koncentracija ni povzročila statistično značilno različnih učinkov od 
kontrole. Pri višjih koncentracijah (49,8 mg/l in 159,4 mg/l), kjer se ERLO ni popolnoma 
raztopil in so bili v raztopinah vidni kristali, je prišlo do zmanjšanja deleža letalnih 
učinkov. Z večanjem testne koncentracije ERLO se rahlo povečuje tudi delež sub-
letalnih/teratogenih učinkov, a statistično značilno različnih učinkov ne povzroča nobena 
testirana koncentracija. Najbolj pogosta učinka sta bila ukrivljenost repa in edem. Pojavila 
sta se po 96-urni izpostavitvi zarodkov ERLO in sicer pri koncentracijah večjih od 1,5 
mg/l. Pri višjih koncentracijah (49,8 mg/l in 159,4 mg/l) je tudi pri sub-letalnih/teratogenih 
učinkih vidno zmanjšanje deleža le-teh, kar je posledica oborjenega ERLO. 
Ekotoksikoloških parametrov za letalne in sub-letalne/teratogene učinke ERLO nismo 
mogli določiti, ker točke, ki opisujejo učinke, ne konvergirajo v sigmoidni nelinearni 
regresiji. Pri srednji testirani koncentraciji 16 mg/l smo opazili statistično značilno manjši 
delež izleženih zarodkov v primerjavi s kontrolo, kar pomeni, da ERLO kljub temu, da 
nismo mogli izračunati ekotoksikoloških parametrov, vpliva na izleganje zarodkov.   
 
Z višanjem koncentracij DASA narašča tudi delež letalnih učinkov. Letalne učinke po 48 
urah povzročajo koncentracije od 6,03 mg/l naprej, po 96 urah pa le najvišja koncentracija 
61,8 mg/l. Pri srednji testirani koncentraciji 2 mg/l smo opazili statistično značilno manjši 
delež izleženih zarodkov v primerjavi s kontrolo. Na podlagi rezultatov smo lahko 
izračunali tudi vse ekotoksikološke parametre. EC50 za letalne učinke DASA po 48 urah je 
491 mg/l, LOAEC pa 6 mg/l. EC50 za letalne učinke po 96 urah je 51 mg/l, LOAEC pa 62 
mg/l. Po 48-urni izpostavitvi zarodkov DASA sub-letalne/teratogene učinke povzročajo 
vse koncentracije višje od 6,03 mg/l in po 96-urni izpostavitvi vse koncentracije razen 
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najnižje (0,2 mg/l) in najvišje (61,8 mg/l). Pri najvišji testirani koncentraciji smo po nekaj 
dneh na dnu nekaterih luknjic opazili kristalčke oborjenega DASA, kar nakazuje, da 
DASA ni bil dobro raztopljen oz. se je oboril kasneje. Na splošno je bilo pri testiranju 
DASA opaznih največ sub-letalnih/teratogenih učinkov in veliko zarodkov z več različnimi 
deformacijami hkrati. Pojavljali so se edemi, odsotnost krvnega obtoka in veliko krvnih 
strdkov. Čeprav so bili sub-letalni/teratogeni učinki izjemno izraziti, ne kažejo učinkov, ki 
bi jih lahko matematično opisali s sigmoidno krivuljo.  
 
V nadaljevanju so rezultati predstavljeni v obliki preglednih grafov in preglednic.   
 
Na Sliki 34 so zbrani vsi rezultati poskusov treh testiranih TKI. Prikazani so odstotki 
letalnih in sub-letalnih/teratogenih učinkov IMAT, ERLO in DASA po 48- in 96-urni 
izpostavitvi zarodkov tem TKI.  
 
Preglednica 8 prikazuje ekotoksikološke parametre letalnih učinkov IMAT, ERLO in 
DASA izračunane preko letalnih in sub-letalnih/teratogenih učinkov po 48- in 96-urni 
izpostavitvi zarodkov tem TKI.     
 
Preglednica 9 prikazuje ekotoksikološke parametre sub-letalnih/teratogenih učinkov 
IMAT, ERLO in DASA izračunane preko letalnih in sub-letalnih/teratogenih učinkov po 
48-, 72- in 96-urni izpostavitvi zarodkov tem TKI.     
 
Preglednica 10 prikazuje sub-letalne/teratogene učinke, ki so se pojavljali pri posameznih 
poskusih po 48-, 72- in 96-urni izpostavitvi zarodkov IMAT, ERLO in DASA.  
 
Slika 35 prikazuje povprečni delež letalnih, sub-letlanih in teratogenih učinkov na zarodkih 
rib cebric po 96-urni izpostavljenosti izbranim TKI pri srednji testirani koncentraciji. 
Prikazan je le delež učinkov na prizadetih zarodkih, ne pa tudi delež prizadetih zarodkov v 
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Slika 34: Grafični povzetek rezultatov. Na levi strani so prikazani letalni učinki imatiniba (IMAT), erlotiniba 
(ERLO) in dasatiniba (DASA) na zarodke rib cebric, na desni strani pa sub-letalni/teratogeni učinki. Rdeča 
točka in puščica pomeni statistično značilno razliko glede na kontrolo. Prikazane napake so standardne 
deviacije med vsemi testiranimi zarodki. Obkrožena točka označuje nepopolno raztopljen DASA.  
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Preglednica 8: Ekotoksikološki parametri za letalne učinke imatiniba (IMAT), erlotiniba (ERLO) in 
dasatiniba (DASA). Nc – točke ne konvergirajo v nelinearni regresiji, ns – z ANOVA testisanjem ni 
statistično značilnih razlik v primerjavi s kontrolo. 





EC50 NOAEC LOAEC EC50 NOAEC LOAEC učinek 
IMAT nc 210 238,9 251,1 210 238,9 DA 
ERLO nc ns ns nc ns ns NE 
DASA 491 1,9 6 51 19,3 61,8 DA 
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Preglednica 9: Ekotoksikološki parametri za sub-letalne/teratogene učinke imatiniba (IMAT), erlotiniba (ERLO) in dasatiniba (DASA). Nc – točke ne konvergirajo v 
nelinearni regresiji, ns – z ANOVA testiranjem ni statistično značilnih razlik v primerjavi s kontrolo. 
Sub-letalni in teratogeni učinki (mg/L) 
 48h 72h 96h  
 EC50 NOAEC LOAEC EC50 NOAEC LOAEC EC50 NOAEC LOAEC učinek 
IMAT nc 210 238,9 nc ns ns nc ns ns DA 
ERLO nc ns ns nc ns ns nc ns ns NE 
DASA 21 1,9 6 60 6 19 nc 0,2 0,6 DA 
 
 
Preglednica 10: Pojavljanje sub-letalnih in teratogenih učinkov. Legenda: kr – ni krvnega obtoka, zr – zakrknjenost oz. koagulacija, ed – edem, p – ni spontanih 
premikov, dr – deformacija repa, str – krvni strdek. 
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Slika 35: Delež povprečnih letalnih (zr – zakrknjenost oz. koagulacija), sub-letalnih (kr – ni krvnega obtoka, 
ed – edem, str – krvni strdki, p – ni spontanih premikov) in teratogenih učinkov (z – okvare v razvoju, dr – 
deformacije repa) pri srednji testirani koncentraciji po 96-urni izpostavljenosti izbranim TKI (IMAT, ERLO, 
DASA). Prikazani so deleži učinkov na prizadetih zarodkih, ne pa tudi deleži prizadetih zarodkov v poskusu.  
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5 RAZPRAVA 
5.1 UČINKI TOPILA DMSO 
 
ERLO in DASA nismo mogli raztopiti, ne da bi uporabili topilo DMSO v višjih 
koncentracijah, kot to predlagajo smernice OECD (0,01 %). V naših poskusih nismo 
zaznali letalnih, sub-letalnih in teratogenih učinkov DMSO na zarodke rib cebric do 
koncentracije 5 ml/l (0,5 % v/v). Rezultati študije Turner in sod. (2011) na zarodkih rib 
cebric so pokazali, da pri koncentracijah nižjih od 0,1 ml/l (0,01 % v/v), ni statistično 
značilnih razlik v primerjavi s kontrolo. Razvojne deformacije so zaznali pri 
koncentracijah večjih od 32 ml/l (3,2 % v/v). Opazili so odsotnost ali zmanjšanje krvnega 
obtoka, edem okoli rumenjakove vrečke, tremor mišic in slabo razvite možganske regije.  
 
Kljub temu, da smo v poskusu uporabili kontrolo s topilom, ne moremo zagotovo trditi, da 
DMSO ni vplival na testiranje, saj je vpliv topila v kombinaciji s kemikalijo lahko 
nekoliko drugačen kot sam vpliv topila na zarodke. Lahko pride tudi do sinergističnega, 
aditivnega ali antagonističnega delovanja med topilom in testirano kemikalijo (Hallare in 
sod., 2004; Haap in sod., 2008; Henry in sod., 2007), kar lahko vodi v podcenjeno ali 
precenjeno toksičnost testirane kemikalije. Sub-letalni učinki topila in kemikalije se lahko 
pokažejo pri daljših časovnih izpostavitvah in večjih koncentracijah, kljub temu da 
kontrola s topilom ne kaže podobnih učinkov. Ker topila lahko povzročijo pravo zmedo pri 
testiranju strupenosti kemikalij v vodnem okolju, se odsvetuje uporabo takšnih topil, razen 
če je to tehnično neizogibno (Turner in sod., 2012), kot v našem primeru.  
 
5.2 PRIMERJAVA UČINKOV IMAT, ERLO IN DASA 
 
Delovanje TKI je na splošno zelo različno, saj ima vsak svoj način delovanja. Tudi stranski 
učinki, ki jih povzročajo TKI pri zdravljenju različnih oblik raka, so različni. Zato ni 
presenetljivo, da različni TKI povzročajo tudi različne ekotoksične učinke na zarodkih rib 
cebric. Ugotovili smo, da ERLO na zarodkih rib cebric ne povzroča letalnih niti sub-
letalnih učinkov, IMAT povzroča predvsem letalne učinke a ne sub-letalnih, DASA pa 
povzroča tako letalne kot sub-letalne učinke. Kot vidimo, delovanja različnih TKI ne 
moremo kar posplošiti, ampak je potrebno testirati vsakega posebej. Pri različnih TKI smo 
namreč zaznali učinke pri različnih koncentracijah. Prav tako različni TKI povzročajo sub-
letalne učinke v različnih deležih.   
 
V primerjavi z IMAT (LC50=251 mg/l), DASA povzroči smrt polovice zarodkov pri 
petkrat nižji koncentraciji (LC50 =51 mg/l). DASA povzroča letalne učinke po 48 urah že 
pri koncentraciji 6 mg/l, medtem ko IMAT šele pri koncentraciji 239 mg/l. Poleg letalnih 
učinkov DASA povzroča tudi veliko sub-letalnih učinkov, kar za IMAT ni značilno. Kljub 
temu, da imata IMAT in DASA nekatere tarčne TK enake (TK BCR-ABL, SRC, PDGFR) 
pa se njihovo delovanje in prav tako strupenost, ki jo povzročata, razlikuje, kar so ugotovili 
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tudi Mouhayar in sod. (2013). DASA je TKI druge generacije, ki se uporablja za 
zdravljenje na IMAT odpornih pacientov. Ima manj stroga vezavna mesta in je zato manj 
selektiven – deluje na več različnih tarč in tako blokira več različnih TK (Tokarski in sod., 
2006). Glede na manjšo selektivnost DASA ni presenetljivo, da povzroča letalne in sub-
letalne učinke pri veliko nižji koncentraciji kot IMAT in da je teh učinkov veliko več. 
 
ERLO do najvišje možne meje topnosti (15,6 mg/l) ne povzroča statistično značilnih 
letalnih niti sub-letalnih učinkov. Učinkov pri višjih koncentracijah zaradi obarjanja ni bilo 
mogoče določiti, zato njegovega delovanja z IMAT in DASA pri teh koncentracijah ne 
moremo primerjati.  
 
Največ sub-letalnih/teratogenih učinkov povzroča DASA, število le-teh pa se z daljšim 
časom izpostavljenosti povečuje. Po 96-urni izpostavljenosti DASA povzroča sub-letalne 
učinke že pri koncentraciji 1 mg/l. Največkrat opažen učinek je odsotnost krvnega obtoka 
in po 96-urni izpostavitvi posledično krvni strdki v različnih delih telesa. Odsotnost 
krvnega obtoka se je pojavila tudi pri IMAT, a smo krvne strdke zaznali le pri nekaj 
zarodkih. Pojavljanje krvnih strdkov je bilo veliko bolj pogosto pri DASA. Glede na 
podatke iz literature (Raimondi in sod., 2014; Liang in sod., 2008; Klagsbrun in sod., 
1996), IMAT in DASA na krvni obtok delujeta preko dveh različnih poti – DASA preko 
VEGF-odvisne poti, IMAT preko VEGF-neodvisne poti. Možno je, da ima DASA zato 
večji vpliv kot IMAT in zaradi drugačnega načina delovanja povzroča več krvnih strdkov. 
Odsotnost krvnega obtoka smo zaznali tudi pri ERLO, a je bila pogostost pojavljanja zelo 
majhna, saj ERLO do največje meje topnosti ni povzročal velikega deleža sub-letalnih 
učinkov. Odsotnost krvnega obtoka smo tako zaznali pri vseh treh TKI iz česar lahko 
sklepamo, da imajo vsi tri TKI pri zdravljenju rakavih bolnikov pomemben vpliv tudi na 
krvni obrok. S svojim delovanjem preprečujejo nastanek tumorskega žilja in s tem širjenja 
rakavih celic po telesu, kar poročajo tudi nekatere druge študije (Raimondi in sod., 2014; 
Liang in sod., 2008; Milosavljevic in sod., 2016). Kljub temu, da tarčno delujejo na 
tumorsko žilje, pa so se pri nekaterih bolnikih, ki so bili zdravljeni s TKI, pojavili tudi 
kardiovaskularni stranski učinki (Lodish, 2013; Mouhayar in sod., 2013) – npr. krvavitve 
pri pacientih zdravljenih z DASA (Brave in sod., 2008; Rodrigues in sod., 2012). 
Kardiovaskularne učinke so TKI povzročili tudi na ribah cebricah v naših poskusih, kar 
dokazuje, da imajo TKI podoben vpliv tako na človeka kot tudi na cebrice.  
 
Pogost sub-letalni učinek, ki smo ga opazili pri vseh treh TKI je tudi edem. Po 48-urni 
izpostavljenosti je bil edem največkrat opažen sub-letalni učinek, med najpogostejše 
opaženimi pa je bil tako po 48-, 72- in 96- urni izpostavitvi pri vseh treh testiranih TKI. 
Tudi pri pacientih, zdravljenih z IMAT, ERLO in DASA poročajo o tem toksičnem učinku 
(Mouhayar in sod., 2013), zato njegovo pojavljanje ni presenetljivo. 
 
Poleg letalnih in sub-letalnih učinkov pa je pomemben tudi vpliv TKI na odstotek 
izvaljenih zarodkov, saj ta direktno vpliva na viabilnost populacije rib v naravi. Glede na 
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opažene sub-letalne znake, ki jih povzroča DASA, smo pričakovali, da bo tudi delež 
izvaljenih zarodkov pri srednji testirani koncentraciji (2 mg/l) v primerjavi s kontrolo nižji, 
kar smo s poskusom tudi potrdili. Zanimivo je, da glede na srednje testirane koncentracije, 
najnižji delež izvalitev povzroča ravno IMAT (23 mg/l), ki ni povzročal veliko sub-letalnih 
učinkov. Prav tako statistično značilno nižji delež izvalitev povzroča ERLO (16 mg/l), ki 
ni povzročal ne letalnih ne sub-letalnih učinkov, kar pomembno vpliva na viabilnost 
populacije v naravi. S to ugotovitvijo želimo poudariti, da je poleg spremljanja letalnih in 
sub-letalnih učinkov v takšnih analizah zelo pomembno tudi spremljanje deleža izvaljenih 
zarodkov, saj ta parameter v naravi pomembno vpliva na viabilnost populacije.    
 
5.3 PRIMERJAVA UČINKOV IMAT, ERLO IN DASA Z DRUGIMI ŠTUDIJAMI  
 
Učinki nevarnih snovi za vodno okolje, ki ga predlaga Uredba (ES) št. 1272/2008 
Evropskega parlamenta in sveta (Commission of the European communities, 2008), so 
razvrščeni v eno kategorijo akutnih učinkov in štiri kategorije kroničnih učinkov 
(Preglednica 11).  
 
Preglednica 11: Razvrstitvene kategorije snovi, nevarnih za vodno okolje (povzeto po Commission of the 
European communities, 2008).   
Akutna (kratkotrajna) nevarnost za vodno okolje  
Kategorija akutnosti 1: 96 ur LC50 (za ribe) ≤ 1 mg/l 
Kronična (dolgotrajna) nevarnost za vodno okolje  
Kategorija kroničnosti 1: 96 ur LC50 (za ribe) ≤ 1 mg/l 
Kategorija kroničnosti 2: 96 ur LC50 (za ribe) > 1 do ≤ 10 mg/l 
Kategorija kroničnosti 3: 96 ur LC50 (za ribe) > 10 do ≤ 100 mg/l 
Kategorija kroničnosti 4: Primer slabo topnih snovi, za katere ni ugotovljena akutna 
strupenost pri vrednostih do topnosti v vodi, niso hitro razgradljive in ne kažejo možnosti 
kopičenja v organizmih.  
 
Glede na vrednost EC50 IMAT za zarodke rib cebric pri naših poskusih (LC50=251 mg/l), 
bi lahko rekli, da je vpliv IMAT neškodljiv. O podobnih letalnih učinkih IMAT na zarodke 
rib cebric poročajo tudi Kovacs in sod. (2015). Glede na njihove rezultate, je LC50 za 
letalne učinke po 96 urah 118 mg/l, kar je dvakrat manj kot LC50 določen na rezultatih iz 
našega poskusa, kljub temu pa še ne presega vrednosti za uvrstitev v kategorijo kronične 
nevarnosti za vodno okolje.  
 
Kovacs in sod. (2015) poročajo še, da je LC50 po 48 urah 158,3 mg/l, po 72 urah 141,6 
mg/l in po 120 urah 65,9 mg/l. Glede na to, da delež letalnih učinkov po času 
izpostavljenosti narašča (tako v njihovem kot v našem poskusu), ni presenetljivo, da je 
LC50 pri vse daljši izpostavljenosti vse manjši. Zanimivo je, da je LC50 iz našega poskusa 
po 96 urah višji kot LC50 po 48 urah v njihovem poskusu. Iz primerjave rezultatov lahko 
44 
Žalec N. Ekotoksičnost izbranih tirozin kinaznih inhibitorjev ocenjena z eksperimentalnim modelom zarodkov rib cebric. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2019  
 
sklepamo, da so bile naše cebrice na IMAT manj občutljive. Poleg testiranja IMAT na 
zarodkih rib cebric, Kovacs in sod. (2015) poročajo tudi o vplivu IMAT na odrasle ribe. Po 
96-urni izpostavitvi odraslih cebric IMAT, je vrednost LC50 70,8 mg/l. Če to primerjamo z 
vrednostjo LC50 za zarodke po 96 urah (118 mg/l) lahko trdimo, da IMAT bolj škoduje 
odraslim ribam kot zarodkom, kar ga po uredbi 1272/2008 uvršča v tretjo kategorijo 
kronične nevarnosti za vodno okolje (Preglednica 11). 
 
O vplivu IMAT na druge vodne organizme je bilo narejenih še nekaj raziskav. Brezovšek 
in sod. (2014) poročajo o vplivu IMAT na algo Pseudokirchneriella subcapitata in 
cianobakterijo Synechococcus leopoliensis. Pri omenjenih poskusih so preverjali inhibicijo 
rasti danih dveh organizmov ob izpostavljenosti IMAT. LC50 za algo Pseudokirchneriella 
subcapitata je 2,3 mg/l, za cianobakterijo Synechococcus leopoliensis pa 5,4 mg/l. 
Rezultati sprva niso bili pričakovani, saj naj bi IMAT vplival samo na TK v rakastih 
celicah, a so z njimi dokazali, da IMAT vpliva tudi na TK v drugih celicah in tako lahko 
povzroči spremembe tudi v ne-ciljnih organizmih. Parrella in sod. (2014) so dokazali, da 
IMAT vpliva tudi na vodne organizme iz skupine Crustacea. IMAT so izpostavili dve vrsti 
in sicer Daphnio magno in Ceriodaphnio dubio, pri poskusu pa so spremljali gibanje 
organizmov. Vrednost EC50 po 48-urni izpostavitvi za Daphnia magna je bila 11,97 mg/l, 
za Ceriodaphnia dubia po 24-urni izpostavitvi pa 31,92 mg/l. Glede na naše rezultate in 
podatke iz literature lahko sklepamo, da IMAT vpliva na vodne organizme, a je njegov 
vpliv odvisen od vrste organizma in časa izpostavljenosti. 
 
Največkrat opažen sub-letalni učinek IMAT po 48 urah je bil edem v predelu srca ali 
rumenjakove vrečke. Po 72 urah je bil največkrat opažen sub-letalni/teratogeni učinek 
odsotnost spontanih premikov. Prav tako smo pri nekaj osebkih opazili odsotnost krvnega 
obtoka in posledično krvne strdke predvsem v predelu repa. Ti učinki so naslednji dan po 
navadi povzročili smrt zarodka. O teh učinkih Kovacs in sod. (2015), ki so opravili 
podobne poskuse, ne poročajo. Po 96 urah je bil najpogostejši teratogeni učinek 
deformacija repa. Šlo je predvsem za drugače ukrivljen ali skrajšan rep. Tudi Kovacs in 
sod. (2015) poročajo o učinkih, ki so prizadeli telesno os in rep. Pri koncentracijah višjih 
od 100 mg/l so opazili drugačno ukrivljenost teles zarodkov, predvsem navzdol, tanjši rep 
v primerjavi s kontrolo in deformacije plavuti. Raimondi in sod. (2014) so s testiranjem 
človeških in mišjih celic ugotovili, da IMAT zavira angiogenezo preko signalne poti, ki je 
neodvisna od VEGF. Kot posledico delovanja na žilni sistem smo v našem poskusu opazili 
nekaj sub-letalnih učinkov, ki so bili povezani z odsotnosti krvnega odtoka in krvnimi 
strdki. Naš zaključek je, da IMAT v splošnem po 96 urah ne povzroča večjih sub-letalnih 
ali teratogenih učinkov. Tudi Kovacs in sod. (2015) so zaključili, da je bila sub-letalna 
toksičnost na zarodke rib cebric zelo nizka.   
 
Za razliko od IMAT, ki je vodotopen, smo z drugima dvema testiranima TKI imeli več 
težav. Ker je ERLO slabo topen v vodi, je njegovo testiranje v vodnih raztopinah težavno. 
Predvsem je problem testiranje vodnih raztopin, saj zaradi obarjanja ne moremo testirati 
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visokih koncentracij. Višje koncentracije lahko testiramo le z večjim deležem DMSO v 
raztopini, pri čemer pa bi DMSO lahko vplival na naš poskus. Eden in sod. (2013) 
poročajo o drugem načinu testiranja ERLO. Sami sicer niso ugotavljali toksičnosti, ampak 
učinkovitosti ERLO pri zmanjšanju možganskega tumorja. Pri tem so ERLO cebricam s 
tumorji dodajali oralno, kar je eden izmed načinov testiranja v vodi netopnih snovi. Ta 
način je bil za njihov poskus sicer učinkovit, a v naših poskusih z velikim številom testnih 
organizmov neprimeren.   
 
Vpliv ERLO na cebrice so testirali tudi Chimote in sod. (2014). V svoji raziskavi so 
testirali več različnih zdravil za zdravljenje raka, ki preko zaviranja razvoja žilnega sistema 
(antiangiogeneze) preprečujejo širjenje rakavih celic po telesu. Njihov cilj je bil ugotoviti, 
katero zdravilo je najbolj učinkovito pri takem načinu zdravljenja in ima hkrati najmanjši 
toksični učinek na organizem. Ker se pri cebricah žile razvijejo v kratkem času (od 24 do 
96 ur po oploditvi) in imajo značilno prepoznaven vzorec razvoja, so za testiranje uporabili 
zarodke rib cebric. Žile se namreč začnejo razvijati že po 12 urah, do 24 ur pa je razvita že 
preprosta cirkulacijska zanka. Kmalu za tem se začne razvoj drugih manjših žil, kar je 
odličen marker za ocenjevanje učinkovitosti antiangiogenih sredstev. Cebrice kot modelni 
organizmi pa kažejo tudi genetsko in funkcionalno podobnost angiogenih poti s človekom, 
zato so zelo primeren model za takšne raziskave (Serbedzija in sod., 1999). V raziskavi so 
Chimote in sod. (2014) ugotovili, da ima ERLO dober antiangiogenetski potencial, saj že 
pri koncentraciji 0,4 mg/l zavira razvoj žil do 10 %. Spremljali so tudi toksičnost ERLO do 
koncentracije 0,4 mg/l, a statistično značilno različnih učinkov od kontrole niso opazili. Pri 
višjih koncentracijah so naleteli na podoben problem kot mi, obarjanje ERLO v stiku z 
vodo. LC50 in LOAEC zato niso mogli določiti. Za najvišjo koncentracijo, kjer še ni vidnih 
efektov (NAOEC) so določili najvišjo možno testirano koncentracijo 0,4 mg/l.   
 
Liang in sod. (2008) poročajo, da tudi DASA inhibira angiogenezo in vitro. Dokazali so, 
da zmanjša preživetje in migracije VEGF-induciranih endotelnih celicah (HUVEC), že pri 
nekaj nM koncentraciji IC50. S testi na piščančjih zarodkih so dokazali, da je DASA tudi 
zaviralec angiogeneze in vivo. Glede na rezultate ni presenetljivo, da DASA vpliva tudi na 
žilni sistem pri cebricah. Med sub-letalnimi/teratogenimi učinki smo namreč opazili največ 
odsotnosti krvnega obroka. Ker kri ni mogla krožiti po telesu, so v različnih predelih 
nastali krvni strdki. Tako naši rezultati, kot rezultati Liang in sod. (2008) kažejo, da DASA 
deluje tudi na žilni sistem, kar je pri zdravljenju raka še posebej pomembna lastnost 
zdravila, saj se tako prepreči širjenje metastaz po telesu, hkrati pa lahko povzroča neželene 
učinke na splošni kardiovaskularni sistem. DASA glede na njegove učinke po 96 urah 
(LC50 =51 mg/l ) uvrščamo v kategorijo kronične strupenosti 3 (Preglednica 11).  
 
O vplivu DASA na razvoj zarodkov cebric ne poroča nobena študija. Lipscomb in sod. 
(2016) poročajo o testiranju DASA na zarodkih rib cebric z mutacijo v distrofin genu. 
Mutacija vodi v zgodnejši stop kodon, kar privede do različnih fenotipov, ki prizadenejo 
mišice in povzročijo mišično distrofijo. Rezultati so pokazali, da se je stanje cebric, 
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tretiranih z DASA, izboljšalo – povečala se je njihova sposobnost in čas plavanja. Namen 
raziskave je sicer drugačen kot v našem primeru, a rezultati potrjujejo, kako pomembne so 
raziskave na modelu zarodkov rib cebric. Takšni rezultati lahko prinesejo pomembne 
novosti v zdravljenju različnih bolezni pri človeku. 
 
Poleg tega je za ekotokikološki potencial pomembno poudariti, da v vodnem okolju 
organizmi niso izpostavljeni samo eni izmed kemikalij, ampak različnim mešanicam le-teh. 
Čeprav je koncentracija posameznega zdravila v okolju nizka, lahko ta v kombinaciji z 
drugimi zdravili povzroči različne ekotoksikološke spremembe (Brain in sod., 2004). Na 
podlagi učinkov posameznih zdravil se ne da napovedati učinkov zdravil v medsebojni 
kombinaciji. To potrjuje tudi raziskava, kjer je bil posamezno testiran tako IMAT kot 5-
fluorouracil. Na podlagi učinkov delovanja so napovedali učinek zdravil v kombinaciji. 
Izkazalo se je, da je kombinacija 5-fluorouracila in IMAT na P. subcapitata imela večji 
učinek kot je bilo predvideno, na S. leopolensis pa je bila inhibicija rasti nižja, kot so jo 
predvideli z modeli (Brezovšek in sod., 2014). Čeprav se 5-fluorouracil in IMAT ne 
uporabljata kot kombinirani zdravili, je njihova posamična uporaba med najpogostejšimi 
pri zdravljenju raka, zato se predvideva, da se v okolju pojavljata in tudi delujeta skupaj 
(Besse in sod., 2012). 
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Hipoteza 1: Sub-letalni in letalni učinki različnih TKI se pojavljajo pri različnih 
koncentracijah. 
 
Prvo hipotezo sprejmemo, saj se vsi tri testirani TKI razlikujejo po koncentraciji, pri kateri 
začnejo povzročati določene učinke. Pomemben faktor, ki vpliva na pojavljanje učinkov je 
čas izpostavljenosti.  
 
IMAT po 48-urni izpostavljenosti povzroča statistično značilne letalne in sub-letalne 
učinke pri koncentraciji 238,9 mg/l. Po 96-urni izpostavljenosti statistično značilne letalne 
učinke povzroča pri isti koncentraciji, sub-letalnih učinkov po 96-urni izpostavljenosti pa 
ne povzroča. DASA po 48-urni izpostavljenosti statistično značilne letalne in sub-letalne 
učinke povzroča pri mnogo nižnji koncentraciji kot pri IMAT, in sicer že pri 6,03 mg/l. Po 
96-urni izpostavljenosti zarodkov DASA se sub-letalni učinki pojavijo že pri koncentraciji 
0,6 mg/l, letalni pa pri 61,8 mg/l.  
 
ERLO po 48h in 96h do meje topnosti (15,6 mg/l) ne povzroča statistično značilnih 
letalnih niti sub-letalnih učinkov. Testiranje pri višjih koncentracijah ni bilo mogoče, zato 
ga ne moremo vključiti v primerjavo z IMAT in DASA. ERLO do koncentracije 15,6 mg/l 
vpliva le na izvalitev zarodkov. Na izvalitev zarodkov prav tako vplivata tudi IMAT in 
DASA.    
 
Hipoteza 2: Učinki na zarodkih cebric so sigmoidno odvisni od koncentracij v izbranem 
koncentracijskem območju posameznih TKI. 
 
Drugo hipotezo lahko sprejmemo za letalne učinke IMAT in DASA, medtem ko jo za sub-
letalne/teratogene učinke zavrnemo.  
 
Drugo hipotezo lahko sprejmemo za IMAT in DASA po 48 urah in 96 urah. Pri omenjenih 
poskusih so letalni učinki odvisni od koncentracije. Višja kot je koncentracija, večji je 
učinek (Slika 34). Model nelinearne regresije s sigmoidno krivuljo je primeren statistični 
model, saj se krivulja zadovoljivo približa eksperimentalno določenim točkam.  
 
Sub-letalni/teratogeni učinki ne kažejo koncentracijske odvisnosti niti pri IMAT, kjer smo 
zaznali učinek samo pri eni koncentraciji po 48 urah, niti pri DASA, kjer nelinearna 
regresija s sigmoidno krivuljo ni najboljša izbira (Slika 34). Drugo hipotezo za sub-
letalne/teratogene učinke teh dveh TKI zavrnemo.  
 
Pri ERLO nismo opazili nobenih statistično začilnih učinkov (Slika 34), zato ne moremo 
ocenjevati, ali je model nelinearne regresije primeren.  
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Cilj raziskave je bil ugotoviti potencialno ekotoksičnost izbranih TKI za ribe cebrice. Na 
modelu zarodka ribe cebrice smo v skladu s smernicami OECD 236 spremljali in 
analizirali pojavljanje letalnih, sub-letalnih in teratogenih učinkov. Na osnovi dobljenih 
podatkov smo z modelom ne-linearne regresije določili ekotoksikološki parameter EC50. 
Vrednost NOAEC in LOAEC smo določili z analizo variance (ANOVA).   
 
Ekotoksikološke parametre smo določili pri tistih TKI, kjer smo zaznali učinke 
(Preglednici 8 in 9):  
 EC50 za letalne učinke po 48 urah je za DASA 491 mg/l, 
 EC50 za letalne učinke po 96 urah je za IMAT 251 mg/l, za DASA pa 51 mg/l, 
 LOAEC za letalne učinke po 48 urah je za IMAT 238,9 mg/l, za DASA pa 6 mg/l, 
 LOAEC za letalne učinke po 96 urah je za IMAT 238,9 mg/l, za DASA pa 61,8 
mg/l, 
 NOAEC za letalne učinke po 48 urah je za IMAT 210 mg/l, za DASA pa 1,9 mg/l, 
 NOAEC za letalne učinke po 96 urah je za IMAT 210 mg/l, za DASA pa 19,3 mg/l, 
 EC50 za sub-letalne/teratogene učinke je po 48h za DASA 21 mg/l, po 72 urah pa 
60 mg/l, 
 LOAEC za sub-letalne/teratogene učinke po 48 urah je za IMAT 238,9 mg/l, za 
DASA pa 6 mg/l, 
 LOAEC za sub-letalne/teratogene učinke je po 72 urah za DASA pa 6 mg/l, po 96 
urah pa 1 mg/l, 
 NOAEC za sub-letalne/teratogene učinke po 48 urah je za IMAT 210 mg/l, za 
DASA pa 1,9 mg/l, 
 NOAEC za sub-letalne/teratogene učinke DASA po 72 urah je 6 mg/l, po 96 urah 
pa 0,2 mg/l. 
 
Ugotovili smo še, da: 
 IMAT povzroča predvsem letalne učinke, 
 ERLO do meje topnosti ne povzroča statistično značilnih škodljivih učinkov (niti 
letalnih, niti sub-letalnih/teratogenih), 
 največ sub-letalnih/teratogenih učinkov povzroča DASA, kjer je zanimivo to, da je 
teh poškodb celo več kot letalnih. DASA je zanimiv tudi zaradi povzročanja krvnih 
strdkov,  
 vsi trije testirani TKI statistično značilno znižajo izleganje v primerjavi s kontrolo. 
 
Rezultati testa FET sami po sebi niso dovolj za določitev kvalitete vode po standardih, ki 
so povezani z zaščito in varstvom okolja. 
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V Evropi je v uporabi približno 3000 različnih zdravil, kar nanese do 100 000 ton zaužitih 
zdravil na leto (Kummerer, 2004; Li in Randak, 2009). Ena izmed pomembnejših zdravil 
so zaradi svojega posebnega delovanja zdravila za zdravljenje raka, katerih glavna naloga 
je preprečevanje nekontrolirane rasti in širjenja rakavih celic. Ker je rak v današnjem času 
vse pogostejša bolezen, poraba teh zdravil vsako leto narašča, s tem pa narašča tudi 
prisotnost njihovih ostankov v okolju.  
 
TKI so skupina zdravil, ki učinkujejo pri več vrstah rakavih bolezni (Menciger, 2018). 
Delujejo na različne TK in tako vplivajo na signalne poti, ki so v določenih vrstah raka 
spremenjene (Lodish, 2013). V zadnjih 15 letih so TKI na področju farmacevtske industrije 
postali najpomembnejša zdravila za ciljano zdravljenje raka (Johnson in sod., 2003). 
Čeprav je tako zdravljenje veliko bolj usmerjeno prav na rakave celice, še vedno ni 
popolnoma specifično. Podobne tarče, na katere delujejo TKI imajo tudi nekateri ne-ciljni 
organizmi, zato TKI zaradi svojega posebnega načina delovanja predstavljajo veliko 
tveganje za organizme v vodnem okolju, kar je še posebej zaskrbljujoče (Kümmerer, 
2001). 
 
V naši raziskavi smo testirali vpliv treh različnih TKI (IMAT, ERLO, DASA) na zarodke 
rib cebric. Zarodke cebric smo na ploščah posamezno izpostavili različnim koncentracijam 
izbranih TKI in vsakih 24 ur določili letalnih, sub-letalnih in teratogenih učinkov. Na 
podlagi učinkov smo izračunali ekotoksikološke parametre, potrebne za oceno tveganja za 
okolje. Poskus smo zaključili po 96 urah.  
 
Ugotovili smo, da po 96-urni izpostavitvi IMAT povzroča letalne učinke od koncentracije 
238,9 mg/l naprej, ERLO do 15,6 mg/l ne povzroča nobenih učinkov, DASA pa povzroča 
tako letalne kot sub-letalne/teratogene učinke – letalne od 61,8 mg/l naprej, sub-
letalne/teratogene od 0,6 mg/l naprej. DASA povzroča tudi nastanek velikega deleža 
krvnih strdkov. Vsi testirani TKI znižujejo odstotek izvaljenih zarodkov.  
 
Uredba (ES) št. 1272/2008 Evropskega parlamenta in sveta uvršča kemikalije glede na 
vrednost LC50 v 4 kategorije kronično nevarnih kemikalij in 1 kategorijo akutno nevarnih 
kemikalij za vodno okolje. Glede na vrednosti LC50 iz naših poskusov bi lahko rekli, da je 
IMAT neškodljiv (LC50=251 mg/l), ERLO do meje topnosti neškodljiv, DASA pa spada v 
kategorijo kronične strupenosti 3 (LC50=51 mg/l). 
 
Glede na naše rezultate in podatke iz literature lahko zaključimo, da različni TKI različno 
vplivajo na enake organizme. Ekotoksičnosti različnih TKI ne moremo kar posplošiti, 
ampak je potrebno testirati vsakega posebej. Učinki so odvisni od vrste TKI, vrste 
organizma in časa izpostavljenosti.  
50 
Žalec N. Ekotoksičnost izbranih tirozin kinaznih inhibitorjev ocenjena z eksperimentalnim modelom zarodkov rib cebric. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2019  
 
8 VIRI   
 
Alkharfy K. M., Khan R. M., Al-Asmari M., Alhadeyah B. H., Ahmad, A. 2013. 
Quantitative determination of imatinib stability under various stress conditions. Journal 
of pharmacy & bioallied sciences, 5, 1: 49–52 
 
Alberts B., Bray D., Hopkin K., Johnson A., Lewis L., Raff M., Roberts K., Walter P. 
2010. Essential cell biology. 3rd ed. New York, Garland Science: 860 str. 
 
Besse J. P., Latour J. F., Garric J. 2012. Anticancer drugs in surface waters: What can we 
say about the occurrence and environmental significance of cytotoxic, cytostatic and 
endocrine therapy drugs? Environment International, 39, 1: 73–86 
 
Brain R. A., Johnson D. J., Richards S. M., Sanderson H., Sibley P. K., Solomon K. R. 
2004. Effects of 25 pharmaceutical compounds on Lemna gibba using a seven-day 
static-renewal test. Environmental Toxicology and Chemistry, 23, 2: 371-382 
 
Brave M., Goodman V., Kaminskas E., Farrell A., Timmer W., Pope S., Harapanhalli R., 
Saber H., Morse D., Bullock J., Men A., Noory C., Ramchandani R., Kenna L., Booth 
B., Gobburu J., Jiang X., Sridhara R., Justice R., Pazdur R. 2008. Sprycel for chronic 
myeloid leukemia and Philadelphia chromosome-positive acute lymphoblastic 
leukemia resistant to or intolerant of imatinib mesylate. Clinical Cancer Research, 14, 
2: 352-359 
 
Bound J. P., Voulvoulis N. 2004. Pharmaceuticals in the aquatic environment – a 
comparisonof risk assessment strategies. Chemosphere, 56, 11: 1143–1155 
 
Brezovšek P., Eleršek T., Filipič M. 2014. Toxicities of four anti-neoplastic drugs and their 
binary mixtures tested on the green alga Pseudokirchneriella subcapitata and the 
cyanobacterium Synechococcus leopoliensis. Water research, 52, 168-177 
 
Chen M. H., Kerkela R., Force T. 2008. Mechanisms of cardiac dysfunction associated 
with tyrosine kinase inhibitor cancer therapeutics. Circulation, 118, 1: 8-95 
 
Chimote G., Sreenivasan J., Pawar N., Subramanian J., Sivaramakrishnan H., Sharma S. 
2014. Comparison of effects of anti-angiogenic agents in the zebrafish efficacy – 
toxicity model for translational anti-angiogenic drug discovery. Drug Design, 
Development and Therapy, 8: 1107–1123 
 
Cohen P., Alessi D. R. 2013. Kinase drug discovery - what's next in the field? Acs 
Chemical Biology, 8, 1: 96-104 
51 
Žalec N. Ekotoksičnost izbranih tirozin kinaznih inhibitorjev ocenjena z eksperimentalnim modelom zarodkov rib cebric. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2019  
 
Colborn T., vom Saal F. S., Soto A. M. 1993. Developmental effects of endocrine-
disrupting chemicals in wildlife and humans. Environmental Health Perspectives, 101, 
5: 378–384 
 
Commission of the European communities, 2008. Regulation (EC) No 1272/2008 of the 
European Parliament and of the Council of 16 December 2008 on classification, 
labelling and packaging of substances and mixtures, amending and repealing 
Directives 67/548/EEC and 1999/45/EC, and amending Regulation (EC) No 
1907/2006.  
      https://eur-lex.europa.eu/legal-content/EN/TXT/?uri=CELEX%3A32008R1272   
      (25. nov. 2019) 
 
Cristol H. 2016. Evolution and future of cancer treatments. American cancer society. 
https://medium.com/what-will-it-take-to-end-cancer/evolution-and-future-of-cancer-
treatments-7241c4a005a5 (7. feb. 2019)  
 
Eden C. J., Ju B., Murugesan M., Phoenix T. N., Nimmervoll B., Tong Y., Ellison D. W., 
Finkelstein D., Wright K., Boulos N., Dapper J., Thiruvenkatam R., Lessman C. A., 
Taylor M. R., Gilbertson R.J. 2015. Orthotopic models of pediatric brain tumors in 
zebrafish. Oncogene, 34, 13: 1736-1742  
 
Fent K., Escher C., Caminada D. 2006. Estrogenic activity of pharmaceuticals and 
pharmaceutical mixtures in a yeast reporter gene system. Reproductive Toxicology, 
22, 2: 175-185  
 
Garcia-Alvarez A., Garcia-Albeniz X., Esteve J., Rovira M., Bosch X. 2010. 
Cardiotoxicity of tyrosine-kinase-targeting drugs. Cardiovascular & Hematological 
Agents in Medicinal Chemistry. 8, 1: 11-21 
 
Gerhard G. S., Kauffman E. J., Wang X., Stewart R., Moore J. L., Kasales C. J., 
Demidenko E., Cheng K.C. 2002. Life spans and senescent phenotypes in two strains 
of Zebrafish (Danio rerio). Experimental Gerontology, 37, 8–9: 1055–1068 
 
Ghannam M., Jawhari D., Alswisi M., Halman A. J. 2014. Bioequivalence of a New 
Generic Formulation of Erlotinib Hydrochloride 150 mg Tablets versus Tarceva in 
Healthy Volunteers under Fasting Conditions. Journal of bioequivalence and 
bioavailability, 6:4, doi: 10.4172/jbb.1000190: 5 str. 
 




Žalec N. Ekotoksičnost izbranih tirozin kinaznih inhibitorjev ocenjena z eksperimentalnim modelom zarodkov rib cebric. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2019  
 
Haap T., Triebskorn R., Kohler H. R. 2008. Acute effects of diclofenac and DMSO to 
Daphnia magna: Immobilisation and hsp70-induction. Chemosphere, 73, 3: 353–359 
 
Holloway B. A., Gomez de la Torre Canny S., Ye Y., Slusarski D.C., Freisinger C. M., 
Dosch R., Chou M. M., Wagner D. S., Mullins M. C. 2009. A Novel Role for 
MAPKAPK2 in Morphogenesis during Zebrafish Development. PLoS genetics. 5, 3: 
e1000413, doi: 10.1371/journal.pgen.1000413: 14 str. 
 
Hallare A. V., Kohler H. R., Triebskorn R. 2004. Developmental toxicity and stress protein 
responses in zebrafish embryos after exposure to diclofenac and its solvent, DMSO. 
Chemosphere, 56, 7: 659–666 
 
Henry T. B., Menn F. M., Fleming J. T., Wilgus J., Compton R. N., Sayler G.S. 2007. 
Attributing effects of aqueous C60 nano-aggregates to tetrahydrofuran decomposition 
products in larval zebrafish by assessment of gene expression. Environmental Health 
Perspectives, 115, 7: 1059–1065 
 
Hill A. J., Teraoka H., Heideman W., Peterson R. E. 2005. Zebrafish as a model vertebrate 
for investigating chemical toxicity. Toxicological Sciences, 86, 1: 6–19 
 
Hirsch R., Ternes T., Haberer K.,  Kratz K. L. 1999. Occurrence of antibiotics in the 
aquatic environments. Science of the Total Environment, 225, 1-2: 109-118 
 
Heath E., Filipič M., Kosjek T., Isidori M. 2016. Fate and effects of the residues of 
anticancer drugs in the environment. Environmental Science and Pollution Research, 
23, 15: 14687–14691 
 
Intelligence-led Assessment of Pharmaceuticals in the Environment (iPiE). 2019 
http://i-pie.org/ipie-ecodrug/ (11. jun. 2019) 
 
Iqbal N., Iqbal N. 2014. Imatinib: A Breakthrough of Targeted Therapy in Cancer. 
Chemotherapy Research and Practice, e357027, doi: 10.1155/2014/357027: 9 str.  
 
Johnson J. R., Bross P., Cohen M., Rothmann M., Chen G., Zajicek A., Gobbura J., 
Rahman A., Staten A., Pozdur R. 2003. Approval Summary: Imatinib Mesylate 
Capsules for Treatment of Adult Patients with Newly Diagnosed Philadelphia 
Chromosomepositive Chronic Myelogenous Leukemia in Chronic Phase. Clinical 
Cancer Research, 9, 6: 1972-1979 
 
Kisby G. E., Olivas A., Standley M., Lu X., Pattee P., O'Malley J. P., Li X., Muniz J., 
Nagalla S.R. 2006. Genotoxicants target distinct molecular networks in neonatal 
neurons. Environmental Health Perspectives, 114, 11: 1703-1712 
53 
Žalec N. Ekotoksičnost izbranih tirozin kinaznih inhibitorjev ocenjena z eksperimentalnim modelom zarodkov rib cebric. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2019  
 
Klagsbrun M., D’Amore P. 1996. Vascular endothelial growth factor and its receptors. 
Cytokine & Growth Factor Reviews, 7, 3: 259-270 
 
Kosjek T., Heath E. 2011. Occurrence, fate and determination of cytostatic 
pharmaceuticals in the environment. Trends in Analytical Chemistry, 30, 7: 1065-1087 
 
Kovács R., Bakos K., Urbányi B., Kövesi J., Gazsi G., Csepeli A., Appl Á. J., Bencsik D., 
Csenki Z., Horváth A. 2016. Acute and sub-chronic toxicity of four cytostatic drugs in 
zebrafish. Environmental Science and Pollution Research, 23, 15: 14718-14729 
 
Kümmerer K. 2001. Pharmaceuticals in the environment: sources, fate, effects and risks. 
Berlin, Springer: 265 str.  
 
Kümmerer, K. 2004. Resistance in the environment. The Journal of Antimicrobial 
Chemotherapy, 54, 2: 311–320 
 
Kümmerer K., Haiß A., Schuster A., Hein A., Ebert I. 2016. Antineoplastic compounds in 
the environment – substances of special concern. Environmental Science and 
Pollution Research, 23: 14791–14804 
Länge R., Hutchinson T. H., Croudace C. P., Siegmund F. 2001. Effects of the synthetic 
estrogen 17 alpha-ethinylestradiol on the life-cycle of the fathead minnow (Pimephales 
promelas). Environmental Toxicology and Chemistry, 20, 6: 1216 – 1227  
 
Li Z. H., Randak T. 2009. Residual pharmaceutically active compounds (PhACs) in 
aquatic environment - status, toxicity and kinetics: A review. Veterinarni Medicina, 
54, 7: 295–314  
 
Liang W., Herrmann A., Hedvat M., Lu J., Yen Y., Wen W., Lee F., Jove R. 2008. The Src 
family kinase inhibitor, dasatinib, inhibits angiogenesis in vitro and in vivo. Cancer 
Research, 68, 9: 270  
 
Lipscomb L., Piggott R. W. Emmerson T., Winder S. J. 2016. Dasatinib as a treatment for 
Duchenne muscular dystrophy. Human molecular genetics, 25, 2: 266–274 
 
Lodish M. B, 2013. Kinase Inhibitors: Adverse Effects Related to the Endocrine System. 
Journal of Clinical Endocrinology & Metabolism, 98, 4: 1333-1342 
 
Longo V., Vacca A., Ribatti D. 2007 Imaging and angiogenesis in hematological 




Žalec N. Ekotoksičnost izbranih tirozin kinaznih inhibitorjev ocenjena z eksperimentalnim modelom zarodkov rib cebric. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2019  
 
MedChemExpress. 2019  
      https://www.medchemexpress.com/Imatinib-Mesylate.html (2. apr. 2019) 
 
Menciger M. 2018. Stranski učinki ob zdravljenju rakavih bolezni z zaviralci tirozinskih 
kinaz. Onkologija: strokovni časopis za zdravnike, 1, 22: 24-27 
 
Milosavljevic T., Juge E., Guidry R., Woltering E. 2016. The effect of Erlotinib treatment 
on human angiogenesis in vitro. Cancer Research, 76, 14: 3279, doi: 10.1158/1538-
7445: 1 str.  
 
Moehler T. M., Ho A. D., Goldschmidt H., Barlogie B. 2003. Angiogenesis in hematologic 
malignancies. Critical Reviews in Oncology/Hematology, 45, 3: 227- 244  
 
Monteiro S. C., Boxall A. B. 2009. Factors affecting the degradation of pharmaceuticals in 
agricultural soils. Environmental Toxicology and Chemistry, 28, 12: 2546-2554  
 
Mouhayar E., Durnad J. B., Cortes J. 2013. Cardiovascular toxicity od tyrosine kinase 
inhibitors. Expert opinion on drug safety. 12, 5: 687-696 
 
Nam S., Kim D., Cheng J., Zhang S., Lee J. H., Buettner, R., Mirosevich J., Lee F., Jove R. 
2005. Action of the Src Family Kinase Inhibitor, Dasatinib (BMS-354825), on Human 
Prostate Cancer Cells. Cancer research, 65, 20: 9185-9189 
 
National Center for Biotechnology Information. PubChem Compound Database; 
CID=123596  
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/123596 (30. jan. 2019) 
 
National Center for Biotechnology Information. PubChem Compound Database; 
CID=176870  
 https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/176870 (4. feb. 2019).  
 
National Center for Biotechnology Information. PubChem Compound Database; 
CID=3062316  
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/3062316 (6. feb. 2019) 
 
Novak M., Filipič M. 2013. Ribe cebrice kot modelni organizem za testiranje škodljivih 
učinkov kemikalij in onesnažil okolja. Ekolist: revija o okolju, 9: 15-19 
 
OECD 2013. Test No. 236: Fish Embryo Acute Toxicity (FET) Test, OECD Guidelines for 
the Testing of Chemicals, Section 2, OECD Publishing, Paris: 22 str.  
 
55 
Žalec N. Ekotoksičnost izbranih tirozin kinaznih inhibitorjev ocenjena z eksperimentalnim modelom zarodkov rib cebric. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2019  
 
Parrella A., Kundi M., Lavorgna M., Criscuolo E., Russo C., Isidori M. 2014. Toxicity of 
exposure to binary mixtures of four anti-neoplastic drugsin Daphnia magna and 
Ceriodaphnia dubia. Aquatic Toxicology, 157: 41–46 
 
Parichy D. M., 2006. Evolution of danio pigment pattern development. Heredity, 97, 3: 
200–210 
 
Perez-Soler R. 2006. Rash as a surrogate marker for efficacy of epidermal growth factor 
receptor inhibitors in lung cancer. Clinical Lung Cancer, 8, 1: 7-14  
 
Raimondi C., Fantin A., Lampropoulou A., Denti L., Chikh A., Ruhrberg C. 2014. 
Imatinib inhibits VEGF-independent angiogenesis by targeting neuropilin 1-dependent 
ABL1 activation in endothelial cells. Journal of Experimental Medicine, 211, 6: 1167-
1183   
 
Rodriguez G. H., Ahmed S. I., Al-Akhrass F., Rallapalli V., Safdar A. 2012. 
Characteristics of, and risk factors for, infections in patients with cancer treated with 
dasatinib and a brief review of other complications. Leukemia & Lymphoma, 53, 8: 
1530-1535 
 
Sayadi M. H., Trivedy R. K., Pathak R. K. 2010. Pollution of pharmaceuticals in 
environment. Journal of Industrial Pollution Control, 26, 1: 89-94 
 
Scholz S., Fischer S., Gündel U., Küster E., Luckenbach T., Voelker D. 2008. The 
zebrafish embryo model in environmental risk assessment–applications beyond acute 
toxicity testing. Environmental Science and Pollution Research, 15, 5: 394–404 
 
Serbedzija G. N., Flynn E., Willett C. E. 1999. Zebrafish angiogenesis: a new model for 
drug screening. Angiogenesis, 3, 4: 353–359 
 
Sipes S. N., Padilla S., Knudsen B. T. 2011. Zebrafish - As an Integrative Model for 
Twenty-first Century Toxicity Testing. Birth Defects Research. Part C, 93, 3: 256–267 
 
Snoj Šarvari N., Čufer T. 2007. Biološko in tarčno zdravljenje karcinomov. Onkologija: 
strokovni časopis za zdravnike, 1, 11: 72–76 
 
Spence R., Gerlach G., Lawrence C., Smith C. 2008. The behaviour and ecology of the 
zebrafish, Danio rerio. Biological Reviews of the Cambridge Philosophical Society, 
83, 1: 13–34 
 
Stemcell technologies, 2019.  
      https://www.stemcell.com/dasatinib.html (14. mar. 2019) 
56 
Žalec N. Ekotoksičnost izbranih tirozin kinaznih inhibitorjev ocenjena z eksperimentalnim modelom zarodkov rib cebric. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2019  
 
Ternes T. A. 1998. Occurrence of drugs in German sewagetreatment plants and rivers. 
Water Research, 32, 1: 3245-3260 
 
The Science of Innovation, 2013. 
      http://science-innovations.blogspot.com/2013/12/imatinib-in-chronic-myeloid-
leukemia.html (3. apr. 2019) 
 
Tropede V., Sive L. H. 2003. Can zebrafish be used as a model to study the 
neurodevelopmental causes of autism? Genes, Brain and Behavior, 2, 5: 268–281 
 
Turner C., Sawle A., Fenske M., Cossins A. 2012. Implications of the solvent vehicles 
dimethylformamide and dimethylsulfoxide for establishing transcriptomic endpoints in 
the zebrafish embryo toxicity test. Environmental Toxicology and Chemistry, 31, 3: 
593-604 
 
Tokarski S. J., Newitt A. J., Chang J. Y. C., Cheng D. J., Wittekind M., Kiefer E. S., Kish 
K., Lee F. Y. F, Borzillerri R., Lombardo J. L., Xie D., Zhang Y., Klei E. H. 2006. The 
structure of Dasatinib (BMS-354825) bound to activated ABL kinase domain 
elucidates its inhibitority activity against imatinib-resistant ABL mutants. Cancer 
Research, 66, 11: 5790-5797  
 
Tokarz J., Norton W., Möller G., de Angelis H. M., Adamski J. 2013. Zebrafish 20β-
Hydroxysteroid Dehydrogenase Type 2 Is Important for Glucocorticoid Catabolism in 
Stress Response. PLoS One. 8, 1: e54851, doi: 10.1371/journal.pone.0054851: 14 str. 
 
Uusi-Heikkilä S., Böckenhoff L., Wolter C., Arlinghaus R. 2012. Differential Allocation 
by Female Zebrafish (Danio rerio) to Different-Sized Males – An Example in a Fish 
Species Lacking Parental Care. PLoS One. 7, 10: e48317, doi: 
10.1371/journal.pone.0048317: 7 str.  
 
Westerfield M. 2000. The zebrafish book. A guide for the laboratory use of zebrafish 
(Danio rerio). 4th ed., Univ. of Oregon Press, Eugene  






Žalec N. Ekotoksičnost izbranih tirozin kinaznih inhibitorjev ocenjena  z eksperimentalnim modelom zarodkov rib cebric. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2019     
  






Najprej bi se najlepše zahvalila mentorici doc. dr. Tini Eleršek za vso pomoč in nasvete pri 
izvedbi praktičnega dela in pisanju magistrske naloge. Hvala tudi za vse spodbudne 
besede, prijaznosti in sproščeno vzdušje ob delu. Zahvaljujem se tudi recenzentki prof. dr. 
Damjani Drobne za strokoven pregled dela.  
 
Najlepša hvala vsem iz Oddelka za genetsko toksikologijo in biologijo raka na 
Nacionalnem inštitutu za biologijo, še posebej Karmen Stanič za vse naročene kemikalije 
in tehnično pomoč v laboratoriju, dr. Matjažu Novaku za pomoč pri pripravi testnih 
raztopin ter prof. dr. Metki Filipič za predlagane izboljšave magistrskega dela.  
 
Zahvala gre tudi mojim sošolcem, s katerimi smo postali nerazdružljivi prijatelji in skupaj 
preživeli čudovita študentska leta.  
 
Na koncu bi se rada zahvalila še svojim staršem, ki so mi omogočili študij in me pri njem 
podpirali in spodbujali. Hvala sestri Klari, za skupno preživeto zadnje študentsko leto. 
Najlepša hvala fantu Jaku za vse pogovore, vzpodbudne besede in razumevanje.  
 
  
Žalec N. Ekotoksičnost izbranih tirozin kinaznih inhibitorjev ocenjena  z eksperimentalnim modelom zarodkov rib cebric. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2019     
  





Primer izpolnjene tabele za vpis rezultatov  
D
A
SA
TI
N
IB
 (
2
)
p
lo
šč
a:
n
K
2
4
4
8
7
2
9
6
2
4
4
8
7
2
9
6
2
4
4
8
7
2
9
6
2
4
4
8
7
2
9
6
2
4
4
8
7
2
9
6
2
4
4
8
7
2
9
6
[A
]
n
n
n
n
 i
z
z
z
z
n
n
n
n
 i
n
n
n
n
 i
n
n
n
n
 i
z
z
z
z
[B
]
n
n
n
n
 i
n
n
n
n
 i
n
n
n
kr
 i
n
n
n
n
 i
n
n
n
n
 i
n
n
n
n
 i
[C
]
n
n
n
n
 i
n
n
n
n
 i
n
n
n
n
 i
n
n
n
n
 i
n
n
n
n
 i
n
n
n
n
 i
[D
]
n
n
n
n
 i
n
n
n
n
 i
z
z
z
z
n
n
n
n
 i
n
n
n
 i
n
 i
n
n
n
 i
n
 i
p
lo
šč
a:
D
C
A
 (c
=4
)
2
4
4
8
7
2
9
6
2
4
4
8
7
2
9
6
2
4
4
8
7
2
9
6
2
4
4
8
7
2
9
6
2
4
4
8
7
2
9
6
2
4
4
8
7
2
9
6
[A
]
n
n
n
n
 i
n
kr
kr
ed
z
z
z
z
z
z
z
z
n
n
n
n
 i
n
kr
ed
 k
r
ed
[B
]
n
n
n
n
 i
n
kr
ed
 k
r
ed
n
ed
u
u
n
ed
ed
ed
n
n
n
n
z
z
z
z
[C
]
n
n
n
n
 i
n
n
kr
z
n
n
n
kr
z
z
z
z
n
n
ed
ed
z
z
z
z
[D
]
n
n
n
n
 i
z
z
z
z
n
n
n
n
 i
z
z
z
z
n
n
n
n
 i
n
n
n
n
 i
p
lo
šč
a:
6
1
,8
2
4
4
8
7
2
9
6
2
4
4
8
7
2
9
6
2
4
4
8
7
2
9
6
2
4
4
8
7
2
9
6
2
4
4
8
7
2
9
6
2
4
4
8
7
2
9
6
[A
]
n
n
n
n
 i
n
kr
kr
ed
 k
r 
i
n
ed
kr
ed
 k
r 
i
z
z
z
z
z
z
z
z
n
ed
kr
 
z
[B
]
n
n
n
n
 i
z
z
z
z
n
kr
ed
 k
r
ed
 k
r 
i
n
kr
kr
  
kr
 d
r 
i
n
ed
kr
ed
 k
r 
i
n
kr
u
u
[C
]
n
n
n
n
 i
z
z
z
z
z
z
z
z
z
z
z
z
n
n
kr
ed
 k
r 
i
n
ed
kr
 e
d
z
[D
]
n
n
n
n
 i
n
kr
 e
d
kr
 e
d
z
n
ed
 k
r
z
z
n
ed
kr
 
ed
 i
n
ed
ed
 k
r
ed
 k
r 
i
z
z
z
z
p
lo
šč
a:
1
9
,3
2
4
4
8
7
2
9
6
2
4
4
8
7
2
9
6
2
4
4
8
7
2
9
6
2
4
4
8
7
2
9
6
2
4
4
8
7
2
9
6
2
4
4
8
7
2
9
6
[A
]
n
n
n
n
 i
n
n
n
n
 i
n
ed
 k
r 
kr
 
ed
 i
z
z
z
z
n
ed
 k
r
ed
 k
r
z
z
z
z
z
[B
]
n
n
n
n
 i
n
ed
 k
r
kr
ed
 k
r 
i
n
kr
kr
 
ed
 k
r
n
ed
kr
kr
n
ed
 k
r
ed
 k
r
ed
 k
r 
i
n
ed
kr
 
kr
 d
r 
i
[C
]
n
n
n
n
 i
n
ed
 k
r
kr
ed
 i
n
ed
 k
r 
kr
 
z
z
z
z
z
n
ed
 k
r
ed
 k
r
ed
 k
r 
i
z
z
z
z
[D
]
n
n
n
n
 i
n
ed
 k
r
kr
ed
 k
r 
i
n
kr
kr
 
z
n
n
kr
 
ed
 i
z
z
z
z
n
kr
kr
 
ed
 k
r
p
lo
šč
a:
6
,0
3
2
4
4
8
7
2
9
6
2
4
4
8
7
2
9
6
2
4
4
8
7
2
9
6
2
4
4
8
7
2
9
6
2
4
4
8
7
2
9
6
2
4
4
8
7
2
9
6
[A
]
n
n
n
n
 i
z
z
z
z
n
n
n
kr
 s
tr
 d
r 
i
n
n
kr
kr
 d
r 
i
n
kr
kr
ed
 k
r
z
z
z
z
[B
]
n
n
n
n
 i
n
n
kr
st
r 
kr
 i
n
n
n
ed
n
n
n
kr
n
n
n
kr
 i
n
n
kr
ed
 i
[C
]
n
n
n
n
 i
z
z
z
z
n
n
n
ed
 k
r
n
n
kr
kr
 i
z
z
z
z
n
n
n
n
[D
]
n
n
n
n
 i
n
n
n
ed
 i
n
n
n
ed
n
n
kr
kr
 i
n
n
n
ed
 k
r 
i
n
kr
kr
kr
 i
p
lo
šč
a:
1
,8
9
2
4
4
8
7
2
9
6
2
4
4
8
7
2
9
6
2
4
4
8
7
2
9
6
2
4
4
8
7
2
9
6
2
4
4
8
7
2
9
6
2
4
4
8
7
2
9
6
[A
]
z
z
z
z
n
n
n
kr
 i
z
z
z
z
n
n
n
kr
 i
n
n
n
 i
ed
 s
tr
 i
n
n
n
n
 i
[B
]
n
n
n
n
 i
n
z
z
z
n
n
kr
 e
d
 
kr
 e
d
 i
z
z
z
z
n
n
n
st
r 
kr
 i
n
n
n
kr
 i
[C
]
n
n
n
n
 i
n
n
n
 
n
 i
n
n
n
kr
 i
n
n
n
kr
 d
r 
i
n
n
kr
kr
 i
n
n
n
st
r 
kr
 i
[D
]
n
n
n
n
 i
n
n
n
n
 i
z
z
z
z
n
n
n
kr
 d
r 
i
n
n
n
st
r 
d
r 
i
n
n
n
kr
 i
p
lo
šč
a:
0
,6
2
4
4
8
7
2
9
6
2
4
4
8
7
2
9
6
2
4
4
8
7
2
9
6
2
4
4
8
7
2
9
6
2
4
4
8
7
2
9
6
2
4
4
8
7
2
9
6
[A
]
n
n
n
n
 i
n
n
n
 i
kr
 i
n
n
n
n
 i
n
n
n
n
 i
n
n
n
kr
 i
n
n
n
n
 i
[B
]
z
z
z
z
n
n
kr
 i
kr
 i
n
n
n
kr
 i
n
n
n
kr
 i
n
n
n
kr
 i
n
n
n
n
 i
[C
]
n
n
n
n
 i
n
n
n
n
 i
n
n
kr
kr
 i
n
n
n
kr
 i
n
n
n
n
n
n
n
n
 i
[D
]
n
n
n
n
 i
z
z
z
z
n
n
n
kr
 i
z
z
z
z
n
n
kr
 i
kr
 i
n
n
n
n
 i
p
lo
šč
a:
0
,2
2
4
4
8
7
2
9
6
2
4
4
8
7
2
9
6
2
4
4
8
7
2
9
6
2
4
4
8
7
2
9
6
2
4
4
8
7
2
9
6
2
4
4
8
7
2
9
6
[A
]
n
n
n
n
 i
n
n
n
n
 i
n
n
n
 i
n
 i
z
z
z
z
n
n
n
n
 i
n
n
n
n
 i
[B
]
n
n
n
n
 i
n
n
n
n
 i
n
n
n
 i
n
 i
n
n
n
n
 i
n
n
n
n
 i
n
n
n
n
 i
[C
]
n
n
n
n
 i
z
z
z
z
n
n
n
n
 i
n
n
n
n
 i
n
n
n
n
 i
n
n
n
n
 i
[D
]
n
n
n
n
 i
n
n
n
n
 i
n
n
n
n
 i
n
n
n
n
 i
n
n
n
n
 i
n
n
n
n
 i
[6
] 
[2
]
[3
] 
[4
] 
[5
] 
[6
] 
[6
] 
[1
] 
n
o
tr
a
n
ja
 K
[2
]
[3
] 
[4
] 
[5
] 
[6
] 
[6
] 
[1
] 
n
o
tr
a
n
ja
 K
[2
]
[3
] 
[4
] 
[5
] 
[6
] 
[6
] 
[2
]
[3
] 
[4
] 
[2
]
[3
] 
[4
] 
[2
]
[3
] 
[4
] 
[5
] 
[6
] 
[2
]
[3
] 
[4
] 
[5
] 
[1
] 
n
o
tr
a
n
ja
 K
[1
] 
n
o
tr
a
n
ja
 K
[1
] 
n
o
tr
a
n
ja
 K
[5
] 
[5
] 
[1
] 
n
o
tr
a
n
ja
 K
[1
] 
n
o
tr
a
n
ja
 K
[1
] 
n
o
tr
a
n
ja
 K
[2
]
[3
] 
[4
] 
[5
] 
